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CELLULES POUR LA PRODUCTION D' ADENOVIRUS RECOMBINANTS 

La presente invention concerne de nouvelles lignees cellulaires utiltsables pour la 
production d'adenovirus recombinants defectifs. Elle concerne egalement les preparations 
virales purifiees produites dans ces lignees, ainsi que les plasmides permettant leur 
5 construction Plus particulierement, les nouvelles lignees cellulaires selon I'invention 
permettent la transcomplementation de la region E4 et une production clonale avec des 
litres eleves d'adenovirus recombinants defectifs notamment pour tout ou partie de la region 
E4 

Les adenovirus presentent certaines proprietes particulierement avantageuses pour 
10 une utilisation comme vecteur de transfert de genes en therapie genique. Notamment, ils ont 
un spectre d'hote assez large, sont capables d'infecter des cellules quiescentes, ne s'integrent 
pas au genome de la cellule infectee, et n'ont pas ete associes a ce jour a des pathologies 
importantes chez I'homme. Les adenovirus ont ainsi ete utilises pour transferer des genes 
d'interet dans le muscle (Ragot et al., Nature 361 (1993) 647), le foie (Jafte et al., Nature 
15 genetics 1 (1992) 372), le systeme nerveux (Akli et al., Nature genetics 3 (1993) 224). etc. 

Les adenovirus sont des virus a ADN double brin lineaire d'une taille de 36 kb 
environ. Leur genome comprend notamment une sequence inversee repetee (ITR) a chaque 
extremite, une sequence d'encapsidation (Psi), des genes precoces et des genes tardifs (Cf 
figure 1). Les principaux genes precoces sont contenus dans les regions El, E2, E3 et E4 
20 Parmi ceux-ci, les genes contenus dans la region El notamment sont necessaires a la 
propagation virale. Les principaux genes tardifs sont contenus dans les regions LI a L5. Les 
genome de l'adenovirus Ad5 a ete entitlement sequence et est accessible sur base de 
donnees (voir notamment Genebank M73260). De meme des parties, voire la totalite 
d'autres genomes adenoviraux (Ad2, Ad7, Ad 12, etc) ont egalement ete sequencees. 

25 Pour leur utilisation en therapie genique, differents vecteurs derives des adenovirus 

ont ete prepares, incorporant difTerents genes (B-gal, OTC, a-lAT, cytokines, etc). Dans 
chacune de ces constructions, Tadenovirus a ete modifie de maniere a le rendre incapable de 
replication dans la cellule infectee. Ainsi, les constructions decrites dans Tart anterieur sont 
des adenovirus deletes de la region El, essentielle a la replication virale, au niveau de 

30 laquelle sont inserees les sequences d'ADN heterologue (Levrero et al., Gene 101 (1991) 
195; Gosh-Choudhury et al., Gene 50 (1986) 161). Ces adenovirus sont produits dans une 
lignee de complementation (lignee 293) dans laquelle une partie du genome de l'adenovirus 
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a etc lniegree. Pius precisemeni, la lignee 293 contieni I'extremite gauche (environ ] 1-12%) 
du genome de l'adenovirus serotype 5 (Ad5), comprenant 1'ITR gauche, la reuion 
d'encapsidation. la region El. incluant El a, Elb, la region codant pour la proteine pIX et 
une partie de la region codant pour la proteine pIVa2. Cetie lignee est capable de trans- 
complementer des adenovirus recombinants defectifs pour la region El. cest-a-dire 
depourvus de tout ou partie de la region El, et de produire des stocks viraux ayant des 
titres eleves. Cependant, les vecteurs deficients pour la region EI (vecteurs ET, dits de 
premiere generation) presentent certains inconvenients pour une utilisation therapeutique 
En particulier, ils pourraient ne pas etre totalement defectifs pour la replication in vivo, en 
raison notamment de I'existence de certaines fonctions cellulaires transcomplementantes. 
Ainsi, une activite de transcomplementation de El a ete mise en evidence dans les cellules 
de carcinome embryonnaire F9 (Imperiale et al., Mol. Cell. Biol. 4, 1984, 867-874) Une 
activite de meme type, regulee par l'interleukine-6, a egalement ete mise en evidence 
(Spergel et al., J. Virol. 66. 1992, 1021-1030). D'autres inconvenients lies a ces vecteurs 
sont la presence de nombreux genes viraux, susceptibles d'etre exprimes in vivo apres 
transfer! de genes, et d'induire une reponse immunitaire et/ou inflammatoire. 

Pour pallier a ces inconvenients, il a ete propose de creer d'autres deletions ou 
modifications dans le genome de l'adenovirus. Ainsi. une mutation ponctuelle 
thermosensible a ete introduite dans le mutant tsl 25, permettant d'inactiver la proteine de 
liaison a I'ADN (DBP) de 72kDa (Van der Vliet et Sussenbach, Virology 67. 1975, 415- 
426). Ces vecteurs peuvent egalement etre produits avec des titres eleves dans les cellules 
de la lignee 293 a la temperature permissive (32°C). Toutefois, ce type de vecteur presente 
aussi un certain nombre d'inconvenients tels qu'une surexpression in vivo de la region E4; la 
presence d'une mutation ponctuelle, done sujette a reversion, un risque d'activite partielle a 
37°C, etc. 

Une autre approche pour remedier a ces problemes reside dans la deletion d'une 
autre region essentielle a la replication et/ou a la propagation virale. A cet egard, la 
demanderesse s'est interessee plus particulierement a la region E4. La region E4 est en effet 
impliquee dans la regulation de Texpression des genes tardifs, dans la stabilite des ARN 
nucleaires tardifs, dans l'extinction de l'expression des proteines de la cellule hote et dans 
refficacite de la replication de l'ADN viral. Des vecteurs adenoviraux dans lesquels les 
regions El et E4 sont deletees possedent done un bruit de fond de transcription et une 
expression de genes viraux tres reduits (voir notamment la demande PCT/FR94/00851 ). 
Toutefois, la construction et I'exploitation industrielle et therapeutique de tels vecteurs 
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■mnlioue h mise a d,sp„si,i„„ „■„„ sysl6nlc cltocc „ c ^ ^ 

lonaions pour la production des slocks viraux 

U presente invention appone une solution a ca probleme. La presente invention 
fourm, en effe, des lign.es cellulaires permettan, ,a ...complementation de la re B ,o„ eH 
> - pro uc.,on c,ona,e e, avec des titres eleves d'adenovirus recombinant deft ;, ift pour 
e«e reg,o„ Les hgnees selon IWention son, avan,a S euse m en, capables d e 
—Center les deux foncons El e, E4, e, permetten, done de produtre de J 

—an, r que des lignees de production capables de .ranscompll " 
ftcacemen ,a regton E4 son, obtenues par ,„ tro duc,,o„ d'une partie seuiemen, de ,a re B io 

tarsn , S " KS ^ ^ **** son, obtenue 

or cue seu,e m une un,,e fonconnene redui.e de la region E4. correspondan, a ,a phase 
de lecture ORF6 ou aux phases de lecture ORF6 et ORF6/7, sont presentes 

oducon d adenovtrus recombinants defecifs comprenant. inseree dans son uenome une 
an, e „ reglon E4 me ^ ^ . « 

controle dun promoteur fonctionnel. Se.on un mode prefere. les cellules de linvention 
lecture ORF6 et ORF6/7 sous controle d'un promoteur fonctionnel 

Comme indique ci-avant, les lignees cel Iu laires selon la preseme invention presemen, 
des propnetes pamculieremen, avantageuses : Elles permenen, tou, d'abord la 

".complementation des fonctions El e, E4. Ma is, de maniere particut me 

vantageuse. e„es son, capables d'induire ,a formation de plages de virus deLents dans " 
foncons. ce ,u, es, indispensable au clonage des virus recomb.nants. puis a leur 

mphficatton e, a leur purification. A ce, egard, .a demanderesse a en effe, montre due des 
l.g ees possedan, fersemble de la region E4 ou des unites fonctionnelles plus grandes 
mcluam par exemple la phase de lecture ORF4. son, incapables de former des plages de 

rus deficents pour ,a region E4. identification d'uni.es fonctionneHes specifies de ,a 
^on E4 perme, la realisation d'un systeme tres efface de .^complementation e, de 
producnon de virus defecifs pour les foncions El e, E4 D'autres avantaraes des linnees 
«lon Itnvention son, notammen, leur ap.kude pour I'ampliftca.ion en milieu'liquide de ,els 
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virus deficients pour les regions El et E4, les litres elcvcs de tels virus qu'ellcs produisenu 
et I'absence de production de particule virale replicative contaminante 

La region E4 du genome adenoviral est constitute de 7 phases ouvertes de lecture, 
designees ORF1, ORF2, ORF3, ORF4, ORF3/4, ORF6 et ORF6/7 (figures 2 et 3) Comme 
5 indique ci-avant, les cellules de l'invention sont caracterisees particulierement par la 
presence d'une partie seulement de cette region, comprenant la phase de lecture ORF6 
evemuellement associee a la phase de lecture ORF6/7 II est particulierement important que 
la partie de la region E4 presente dans les cellules de l'invention ne contiennent pas la phase 
de lecture ORF4 fonctionnelle. Avantageusement, la region E4 presente dans les cellules de 

10 Tinvention ne contient pas les phases de lecture ORF1-ORF4 fonctionnelles. De maniere 
particulierement preferee, la region E4 presente dans les cellules de l'invention est deletee 
dune partie au moins des phases de lecture ORF1-ORF4 Ces difterentes parties de la 
region E4 peuvent etre obtenues par coupures enzvmatiques ou modifiees selon les 
methodes connues de 1'homme du metier. Selon un mode de realisation prefere, les lignees 

15 celluiaires de l'invention comprennent un fragment insere contenant moins de 2 kb de la 
region E4 d'un genome d'adenovirus contenant la totalite des phases de lecture ORF6 et 
evemuellement ORF6/7. A titre d'exemples preferes, la phase de lecture ORF6 peut etre 
isolee de la region E4 sous forme d'un fragment Bglll-PvuII, correspondant aux nucleotides 
341 15-33126, et les phases de lecture ORF6-ORF6/7 peuvent etre isolees de la region E4 

20 sous forme d'un fragment BgHI-Bglll correspondant aux nucleotides 34115-32490 du 
genome de TAd5 Selon un mode paniculier de l'invention, la phase de lecture ORF6 est 
fusionnee en phase traductionnelle avec le domains d'un recepteur nucleaire qui est 
responsable de la reconnaissance de son ligand specilique. Le domaine de fixation a 
('hormone (HBD: Hormone Binding Domain) du recepteur aux glucocorticoides (GCR : 

25 Hollenberg et al. 1985, Nature, 318, 635-341) est avantageusement choisi car il permet de 
retenir, dans ie compartiment cytoplasmique de la cellule, la proteine de fusion en absence 
d'hormone (T. MATTIONI et al., 1994, Methods in Cell Biology, Chapter 16. 335-352) 
grace a I'interaction stable du HBD (GCR) avec la proteine cvtoplasmique hsp90 et d'autres 
cofacteurs (S.P. BOHEN et al., 1995, Science, 268, 1303-1304). La presence de I'hormone 

30 provoque alors la translocation de la proteine de fusion du cytoplasme dans le noyau, ce qui 
permet la fonctionnalite de 1'activite ORF6 de E4 dans le compartiment nucleaire. 11 est 
egalement possible que I'ajout d'hormone provoque un "demasquage" des domaines 
fonctionnels de 1'activite ORF6 par un changement transconformationnel de la proteine 
hybride 
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A cet egard, un mode de realisation particulierement prefere de l'invention est 
constitue par une cellule comprenant, insere dans son genome, un fragment Bgill-Bglll 
correspondant aux nucleotides 341 15-32490 du genome de l'Ad5. Ce fragment est present 
notamment dans le plasmide pORF6Gen decrit dans les exemples, utilise pour la 
5 construction de la lignee cellulaire clone#2. Un autre mode de realisation particulierement 
prefere de l'invention est constitue par une cellule comprenant, insere dans son genome, un 
fragment Bglll-Pvull correspondant aux nucleotides 34115-33126 du genome de TAd5 
Dans un autre mode de l'invention, la region ORF6 au moins, est couplee au HBD du GCR, 
soit a son extremite C-terminale (fusion GCR-ORF6), soit a son extremite N-terminale 

1 0 (fusion ORF6-GCR). Dans le cas de la fusion C-terminale, la sequence du virus codant pour 
ORF6 et ORF7 est avantageusement inseree en phase traductionnelle en aval de la sequence 
specifiant le HBD du GCR. Dans cette realisation paniculiere, l'expression du gene 
chimerique genere alors un ARN primaire dont le produit de traduction est la proteine 
GCR-ORF6 (SEQ ID N°7). L'epissage alternatif de ce transcript genere quant a lui un ARN 

1 5 messager qui code pour la proteine fusion GCR-ORF6/7 (cf Exemple 1.5). 

La partie de la region E4 presente dans les cellules selon l'invention peut etre issue 
d'adenovirus de differentes origines ou serotypes. II existe en effet differents serotypes 
d'adenovirus, dont la structure et les proprietes varient quelque peu, mais qui presentent une 
organisation genetique comparable. Plus particulierement. la region E4 presente dans les 
20 cellules selon l'invention peut etre issue d'un adenovirus d'origine humaine ou animale. 

Concernant les adenovirus d'origine humaine, on peut citer preferentiellement ceux 
classes dans le groupe C. Plus preferentiellement encore, parmi les differents serotypes 
d'adenovirus humain, on prefere utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus 
de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). Parmi les differents adenovirus d'origine animale, on prefere 
25 utiliser dans le cadre de l'invention des adenovirus d'origine canine, et notamment toutes les 
souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par 
exemple]. D'autres adenovirus d'origine animale sont cites notamment dans la demande 
W094/269 1 4 incorporee a la presente par reference. 

Dans un mode prefere de mise en oeuvre de 1'invention; la partie de la region E4 est 
30 issue d'un genome d'adenovirus humain du groupe C. De maniere plus preferentielle, elle est 
issue du genome d'un adenovirus Ad2 ou Ad5. 

Comme indique precedemment, la partie de la region E4 presente dans les cellules 
de l'invention est placee sous le controle d'un promoteur fonctionnel dans lesdites cellules. 
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Avantageusemcnt. il s'agit dun promoteur inductiblc, pcrmettant de controler ies niveaux 
et/ou les periodes d'expression de ces genes. De maniere particulierement avaniaseuse. ii 
s'auit du promoteur du LTR de MMTV (Pharmacia), qui est induit par la dexamethasone ou 
d'un promoteur regule par la tetracycline (W094/29442, WO94/04672). II est entendu aue 
5 d'autres promoteurs peuvent etre utilises, et notamment des variants du LTR de MMTV 
portant par exemple des regions heterologues de regulation (regions "enhancer" 
notamment). 

Dans un mode de realisation particulier, I'expression des genes hybrides est sous le 
controle de promoteurs regules afin d'eviter une accumulation constitutive de la proteine de 
10 fusion dans le cytoplasme, ou pour minimiser la "ftjite" vers le compartiment nucleaire et 
une certaine cytotoxicity Dans un mode de realisation encore plus particulier, le cene 
chimerique est sous le controle d'un promoteur inductible qui repond aux glucocorticoides 
tel que le promoteur GRE5 (S. Mader and J. White, 1993, PNAS, 90, 5603-5607; cf. 
Exemple 1.5). 

15 Les cellules selon I'invention peuvent etre preparees a partir de differentes cellules 

pharmaceutiquement utilisables, c'est-a-dire cultivables dans des conditions industriellement 
acceptables et nayant pas de caractere pathogene reconnu. II peut s'agir de lignees 
cellulaires etablies ou de cultures primaires et notamment de cellules de retine embryonaire 
humaine. 11 s'agit avantageusement de cellules d'origine humaine, infectables par un 

20 adenovirus A cet egard. on peut citer les cellules KB, Hela, 293, Vero, gmDBP6, etc. 

Les cellules de la iignee KB sont issues d'un carcinome epidermique humain. Elles 
sont accessibles a I'ATCC (ref. CCL17) ainsi que les conditions peimettant leur culture La 
Iignee de cellules humaines Hela est issue d'un carcinome de Tepithelium humain. Elle est 
egalement accessible a I'ATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditions permettant sa culture. 
25 Les cellules de la Iignee 293 sont des cellules de rein embryonnaire humain (Graham et al., 
J Gen Virol. 36 (1977) 59). Cette Iignee contient notamment, integree dans son genome, la 
panie gauche du genome de l'adenovinis humain Ad5 (12 %). La Iignee de cellules gm 
DBP6 (Brough et al., Virology 190 (1992) 624) est constitute de cellules Hela portant le 
gene E2 d'adenovirus sous le controle du LTR de MMTV 

30 II peut s'agir egalement de cellules d'origine canine (BHK, MDCK, etc) A cet egard. 

Ies cellules de la Iignee canines MDCK sont preferees. Les conditions de culture des cellules 
MDCK ont ete decrites notamment par Macatney et al.. Science 44 (1988) 9. 
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Lcn lignee* cellulaires selon l'invention peuvent cue construites de diflerentes 
manieres. De fa^on generale, elles sont preparees par transformation d'une culture cellulaire 
avec un plasmide portani le fragment selectionne de la region E4 sous controle d'un 
promoteur fonctionnel. La transfection des cellules peut etre realisee par toute technique 
connue de Thomme du metier, et notamment en presence de phosphate de calcium, par 
electroporation, etc. Selon un mode particulier de realisation, le plasmide utilise pone 
egalement un gene marqueur permettant ^identifier et de selectionner les cellules 
transformees II peut s'agir notamment de tout gene de resistance a un antibiotique 
(geneticine, hygromycine, etc). Le gene marqueur peut egalement etre porte par une 
construction separee, co-transfectee avec le plasmide. Apres transfection et selection pour 
le gene marqueur, les cellules obtenues peuvent etre selectionnees pour leur capacite a 
transcompiementer des adenovirus depourvus de la region E4. Pour cela, diffierents 
adenovirus mutants defectifs pour diflferentes parties de la region E4 peuvent etre utilises, 
tels que notamment les adenovirus Ad2dl808 (Weinberg et Ketner, J. Virol. 57 (1986) 833), 
Ad5dll004. dl!007 ou dll014 (Bridge et Ketner, J. Virol. 63 (1989) 631), dllOl 1 (Bridge 
et al., Virology 193 (1993) 794), comme indique dans les exemples. 

Avantageusement, les cellules selon ['invention sont egalement capables de 
transcompiementer pour la region El. Celles-ci peuvent etre construites comme decrit ci- 
avant a partir de cellules qui transcomplementent deja la region El (exemple : cellules 293), 
20 ou par introduction sequentielle d'une construction apportant la region El et d'une 
construction apportant la partie de la region E4 selon l'invention, par exemple dans des 
retinoblastes d'origine humaine. 

Selon un mode particulierement prefere, les cellules selon l'invention derivent de la 
lignee cellulaire 293. A cet egard, des resultats particulierement avantageux ont ete obtenus 
25 avec des cellules de la lignee 293 transformees par le plasmide pORF6Gen ou le plasmide 
pGGO qui code pour les proteines HBD-ORF6 et HBD-ORF6/7. 

La presente invention decrit egalement la construction de plasmides comprenant une 
partie de la region E4 d'un genome d'adenovirus portant la phase de lecture ORF6 ou ORF6 
et ORF6/7 sous controle d'un promoteur inductible (voir notamment les plasmides 
30 pORF6Gen et pGGO). Ces plasmides peuvent etre utilises directement pour transferer une 
population cellulaire choisie, puis, par selection, pour Tidentification de cellules ayant acquis 
stablement la fonction E4. 
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la production de virus comprenant une region EI inactive et tine deletion dans la region 
du type de celle presente dans le genome de Ad5 dllOM. e'est-a-dire de virus E4* 
conservant la phase de lecture ORF4. 

La presente invention decrit done egalement des adenovirus recombinants defectifs 
5 dont le genome comprend une deletion dans la region El et une deletion dans la region E4. 
Plus particulierement, elle decrit des adenovirus recombinants defectifs dont le genome 
comprend une deletion dans la region El et une deletion dans la region E4 correspondam au 
moins aux phases de lectures ORF3 et ORF6. Ainsi, les adenovirus selon I'invention 
component preferentiellement les deletions suivantes affectant tout ou partie des regions El 
10 etE4: 

- Adenovirus AEl,ORF3*,ORF6": deletion de tout ou partie de la region El et des 
nucleotides 34801-34329 et 341 15-33126 de la region E4; 

- Adenovirus AE l,AE4,ORFl"*" : deletion de tout ou partie de la region El et de la 
region E4 a Texception de la phase de lecture ORF1. Cette deletion dans la region E4 

15 couvre preferentiellement les nucleotides 33093 (Smal) a 35053 (AccIII). Elle est obtenue 
par exemple a partir du mutant Ad5 dll 004. D'autres deletions peuvent etre utilisees pour la 
realisation d'adenovirus AEl,AE4,ORFl + de I'invention, sur la base des informations 
donnees dans le presente demande et de la sequence nucleotidique SEQ ID n° 4. Cette 
sequence double brin represente la partie droite du genome adenoviral, incluant la region E4 

20 et 1'ITR droite du nucleotide 32749 (1 sur SEQ ID n°4) a 35935 (3186 sur SEQ ID n°4) 11 
s'agit dune sequence purement illustrative et d'autres sequences publiees sont egalement 
utilisables^ Les differentes phases de lecture de la region E4 sont representees, notamment 
ORF7 t ORF6, ORF4, ORF3, ORF2 et ORF1. Un adenovirus AEl,AE4,ORFl + de 
I'invention comprend avantageusement une deletion dans la region El et une deletion d'un 

25 fragment dont Textremite 5' est comprise dans la phase de lecture ORF7 et dont Textremite 
3' est situee dans la phase de lecture ORF2. Encore plus preferentiellement, la deletion 
concerne un fragment dont Textremite 5' est comprise entre les nucleotides 32920 a 33190 
du genome de Tadenovirus et dont Textremite 3' est comprise entre les nucleotides 34710 a 
35090 du genome adenoviral. Cette deletion correspond environ aux nucleotides 170 a 440 

30 (extremite 5') et 1960 a 2340 (extremite 3') sur la sequence SEQ ID n°4 

- Adenovirus AELAE4,ORF4 a * : deletion de tout ou partie de la region El et de la 
region E4 a Texception de la phase de lecture ORF4. Un adenovirus AE1,AE4,0RF4 + de 
I'invention comprend avantageusement une deletion dans la region El, une deletion d'un 
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fragment doni lexireiniic 5' est comprise dans la pha^- dc leciuie ORJ : 7 et doni lexiremiu- 
3' est situee dans la phase de lecture ORF6 (a Texception de la panie chevauchant la phase 
de lecture ORF4), et une deletion d'un fragment dont I extremite 5* est comprise dans la 
phase de lecture ORF3 et dont Fextremite 3' est situee dans la phase de lecture ORF1 ou 
5 dans la region promotrice de E4. Plus preferentiellement, ces adenovirus selon invention 
comprennent : 

(i) une deletion de tout ou partie de El, 

(ii) une deletion dun fragment dont Textremite 5' est comprise entre les nucleotides 
32920 a 33190 du genome de I'adenovirus et dont Textremite 3' est comprise entre les 

10 nucleotides 33200 a 34000 du genome adenoviral, et. 

(iii) une deletion d un fragment dont Textremite 5' est comprise entre les nucleotides 
34360 a 34700 du genome de I'adenovirus et dont Textremite 3' est comprise entre les 
nucleotides 35150 a 35530 du genome adenoviral. 

Les positions correspondantes de la deletion (ii) sur la sequence SEQ ID n° 4 sont 
15 180 a 445 (extremite 5') et 450 a 1250 (extremite 3') Les positions correspondantes de la 
deletion (iii) sur la sequence SEQ ID n° 4 sont 1610 a 1950 (extremite 5') et 2410 a 2870 
(extremite 3'). 

Ces deletions dans la region E4 couvrenr preferentiellement les nucleotides 
33093(SmaI)-33695 et 34634 (SspI)-35355(SmaI) Elles peuvent etre obtenues par 
20 exemple a partir du mutant Ad5 dll 01 4. 

- Adenovirus AE1,AE4 deletion de tout ou panie de la region El et des nucleotides 
32720-35835, ou 33466-35355 (cette deletion peut etre obtenue par exemple a partir du 
mutant Ad5 dll 007) ou 33093-35355 (cette deletion peut etre obtenue par exemple a partir 
du mutant Ad5 dll 01 1). Ces 3 deletions couvrent la totalite de la region E4. 

25 Comme indique ci-avant, la deletion dans la region El couvre avantageusement tout 

ou partie des regions El A et E1B. Cette deletion doit etre suffisante pour rendre le virus 
incapable de replication autonome dans une cellule. La panie de la region El deletee dans 
les adenovirus selon Tinvention couvre avantageusement les nucleotides 4 54-3 3 2S ou 382- 
3446. 
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Les positions donnees ci-dessus font reference a la sequence de [adenovirus Ad 5 
sauvaue telle que publiee et accessible sur base de donnee. Bien que des variations mineures 
puissent exister entre les differents serotypes d'adenovirus, ces positions sont ceneralement 
applicables a la construction d'adenovirus recombinants selon I'invention a partir de tout 
5 serotype, et notamment des adenovirus Ad2 et Ad7. 

Par ailleurs, les adenovirus de I'invention peuvent posseder d'autres alterations au 
niveau de leur genome En particulier, d'autres region peuvent etre deletees pour augmenter 
la capacite du virus et reduire ces effets secondaires lies a I'expression de genes viraux 
Ainsi, tout ou partie de la region E3 ou IVa2 notamment peut etre deletee. Concernant la 

10 region E3, il peut cependant etre particulierement avantageux de conserver la partie codant 
pour la proteine gpl9K Cette proteine permet en effei d'eviter que le vecteur adenovirus 
fasse I'objei d'une reaction immunitaire qui (i) limiterait son action et (ii) pourrait avoir des 
effets secondaires indesirables. Selon un mode particulier, la region E3 est deletee et la 
sequence codant pour la proteine gpl9k est reintroduce sous controle d'un promoteur 

15 heterologue. 

Les adenovirus recombinants selon I'invention possedent des proprietes 
particulierement attractives pour une utilisation en therapie genique. Ces vecteurs 
combinent en effet des proprietes d'infection, de securite (les risques de reaction 
immunitaire et/ou inflammatoire sont fonement reduits) et de capacite de transfen de genes 

20 tres elevees De plus, les lignees de Vinvention permettent la production de stocks viraux 
totalement depourvus dc particules replicatives contaminantes (RCA). Ainsi. les resultats 
presentes montrent la construction et la production par les lignees de I'invention 
d'adenovirus defectifs pour les regions El et E4, depourvus de RCA. En particulier, 
Tapparition de particules contaminantes replicatives E4+ lors de la production des virus 

25 AE1,AE4,0RF1+ AE1,AE4,0RF4 + ou AE1,AE4 selon Invention n'est pas possible avec 
les lignees de I'invention puisque (i) ces virus ne contiennent pas de sequences recouvrantes 
de part et d'autres de la region imegree dans le genome de la cellule (Figure 3) et (ii) un 
evenement de recombinaison homologue simple entre les regions cellulaires et virales 
genererait un virus non viable depourvu tflTR droite. Un autre avantage des virus selon 

30 Tinvention reside dans leur capacite de clonage accrue, permettant Tinsertion de transgenes 
de grande taille (superieure a lOkb). Ceci permet en particulier I'utilisation de sequences 
regulatrices de la transcription permettant d'ameliorer Tefftcacite, la regulation et la duree 
depression. Ceci permet en outre d'utiliser des doses plus faibles de virus et d'obtenir un 
effet therapeutique comparable avec des effets secondaires cytopathiques tres reduits 
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Comme indique avani, les adenovirus constituent des vectcurs de transten de genes 
tres efFicaces pour des applications de therapie genique et cellulaire Pour cela. une 
sequence d'acides nucleiques heterologue dont le transten et/ou I'expression dans une 
cellule, un organe ou un organisme est recherche peut etre inseree dans leur genome. Cette 
5 sequence peui componer un ou plusieurs genes therapeutiques. tels qu'un uene doni la 
transcription et eventuellement la traduction dans la cellule cible generent des produits avani 
un effet therapeutique. Parmi les produits therapeutiques, on peut citer plus particulierement 
les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les lymphokines : interleukines, interferons, 
TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de croissance, les neurotransmetteurs ou leurs 

1 0 precurseurs ou enzymes de synthese, les facteurs trophiques : BDNF. CNTF, NGF. IGF. 
GMF, aFGF, bFGF. NT3. NTS. etc. les apolipoproteines ApoAI. ApoAIW ApoE. etc 
(WO94/25073), la dystrophine ou une minidystrophine (WO93/06223). les genes 
suppresseurs de tumeurs ; p53, Rb, RaplA, DCC, k-rev, etc (W094/24297), les genes 
codant pour des facteurs impliques dans la coagulation : Facteurs VII, VIII, IX, etc, les 

1 5 genes suicides : Thymidine kinase, cytosine desaminase, etc; ou encore tout ou partie d'une 
immunoglobuline naturelle ou artificielle (Fab, ScFv, etc, W094/29446), etc. Le gene 
therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence antisens, dont I'expression dans 
la cellule cible permet de controler I'expression de genes ou la transcription d'ARNm 
cellulaires De telles sequences peuvent par exemple etre transcrites. dans la cellule cible. en 

2(> ARN complementaires d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine. 
selon la technique decnte dans le brevet EP 140 308. Le gene therapeutique peut peut aussi 
etre un gene codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez Thonime une 
reponse immunitaire, en vue de la realisation de vaccins. II peut s'agir notamment de 
peptides antigeniques specifiques du virus d'epstein ban\ du virus HIV, du virus de Thepatite 

25 B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de tumeurs (EP 259 
212). 

Generalement, la sequence d'acides nucleiques heterologue comprend egalement une 
region promotrice de la transcription fonctionnelle dans la cellule infectee, ainsi qu'une 
region situee en 3* du gene d'interet, et qui specific un signal de fin transcriptionnelle et un 

30 site de polyadenvlation. L'ensemble de ces elements constitue la cassette d'expression. 
Concernant la region promotrice, il peut s'agir d'une region promotrice naturellement 
responsable de I'expression du gene considere lorsque celle-ci est susceptible de fonctionner 
dans la cellule infectee. II peut egalement s'agir de regions d'origine differente (responsables 
de I'expression d'autres proteines, ou meme synthetiques). Notamment. il peut s'agir de 

35 sequences proniotrices de genes eucaryotes ou viraux ou de toute sequence promotrice ou 
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comportant au moins la phase de lecture ORF6 pour la production d'AAV recombinants 
I .es cellules sont avantageusement telles que definies ci-avani 

L'AAV est un virus a ADN de la famille des parvovirus humains. de taille 
relativement reduite, qui s'integre dans le genome des cellules qu'il infecte. de maniere stable 
5 et site-specifique. Les AAV sont capables d'infecter un large spectre de cellules, sans induire 
d'effet sur la croissance, la morphologie ou la differenciation cellulaires. Par ailleurs. its ne 
semblent pas impliques dans des pathologies chez l'homme. Le genome des AAV a ete 
clone, sequence et caracterise. II comprend environ 4700 bases, et contient a chaque 
extremite une region repetee inversee (ITR) de 145 bases environ, servant d'origine de 

I U replication pour le virus. Le reste du genome est divise en 2 regions essentielles ponant les 
fonctions d'encapsidation . la partie gauche du genome, qui contient le gene rep implique 
dans la replication virale et l'expression des genes viraux; la partie droite du genome, qui 
contient le gene cap codant pour les proteines de capside du virus. L'utilisation de vecteurs 
derives des AAV pour le transfert de genes in vitro et in vivo a ete decrite dans la litterature 

15 (voir notamment WO 91/18088; WO 93/09239; US 4,797,368, US5, 139,941. EP 488 528). 
Dans les AAV recombinants, les genes rep et cap sont generalement deletes et remplaces 
par un gene d'interet. 

L'une des difllcultes limitant Tutilisation des AAV comme vecteur de therapie 
genique provient du fait que PAAV ne se replique efficacement que dans les cellules co- 

20 infectees par un virus helper comme par exemple Padenovirus ou le virus de I'herpes. La 
preparation d'AAV recombinants defectifs implique done la presence dc 3 composants qui 
doivent etre cotransfectes et co-infectes dans la cellule de production : un virus auxiliaire 
(par exemple un adenovirus), un plasmide contenant une sequence nucleique d'interet 
bordee de deux regions repetees inversees (ITR) d'AAV. et un plasmide ponant les genes 

25 d'encapsidation (genes rep et cap) d'AAV 

L'inconvenient majeur de ce systeme est qu'il utilise un virus helper Celui-ci est 
generalement replicatif et present en melange avec les AAVr produits. Les stocks viraux 
sont done potentiellement contamines par un virus helper ce qui rend ces stocks 
incompatibles avec une utilisation therapeutique. En outre, en raison du nombre eleve de 
30 composants impliques dans ce precede, les titres de virus obtenus sont assez faibles, de 
Fordre de 10*. 



WO 96/22378 

PCT/FR96/00088 

15 

La presente invention cermet Hp t^aa ~ • 

de virus a titres tres e.eves (superiors a iXl Perme " am ^ ^ 

t peneursalO ), non contammes par un virus replicatif 

Cinq genes de I'adenovirus sont necessair^ ■ i. ^ r • ■ 
5 E2A va c n necessaires a la replication de I'AAY El A fir 

e ™ - celMaire de product «,„" J™ * * ' '"""^ » 

cenains de ce S ge „e, e, „„ tammem tout I p J d ~"Z 

En effet, les fonctions intecrees dan*: \* i;^ 
I'adenovirus helper. § PeUV£nt ddte dl ' B*™* de 

Ceci est particulierement avantaueux nnm- 1, . r 

"anscornplememer les fcncuon, El « E4 """^ CaPab ' e 

d^e ^l! /I * ' ^ ™ 

Un ,el adenovirus helper ne p „ uv ,i, e ,re utilise el ' / P ° Ur * """^ 

araerieurcarl'absencedereoinn,. „ effio,ceTCI > 1 '« Precedes de I'an 

**» de ma„,ere a u ,o„„ m e do's pa^I^™/^™ « * 

jz.tr ,,u,i " sa,io " p,us *- — *- — — 

P-iX L 6 ,eTc ,i0 " ^ d ' 0b,e " ir dK *» * *» 



WO 96/22378 



POYFR96/00088 



16 

293 ct qui expriment ORF6, eventuellement associee a ORF6/7, ou la totalite de E4, sous k* 
comrole du promoteur MMTV (elles contiennent done El exprime constitutivement et E4 
ou une panie de E4 comprenant au moins ORF6 exprime conditionnellement en presence de 
dexamethasone). 

5 Meme en Pabsence de tout virus helper, ces lignees cellulaires soni capables dc 

repliquer des virus AAV. Ainsi, quand on infecte ces lignees avec un AAY sauvaue ou 
quand on transfecte ces lignees par un plasmide infectieux pAV2 (Mac Laughlin, Gene, 23. 
67-73, 1983), on peut faire repliquer 1'ADN de 1'AAV. L'efficacite de la replication reste 
certes inferieure a celle obtenue en presence d'un adenovirus helper, mais demontre les 
10 proprietes particulierement remarquables des cellules selon P invention. 

Une Iignee cellulaire particulierement avantaueuse pour la mise en oeuvre du 
precede selon Pinvention est representee par une cellule dc la Iignee 293 comprenant. 
inseree dans son genome, un fragment Bglll-Bglll correspondant aux nucleotides 34115- 
32490 du genome de TAd5. II s'agit par exemple d'une cellule de la Iignee 293 transformee 
1 5 par le plasmide pORF6Gen (Cf exemples). 

En coinfectant une cellule de ce type avec un adenovirus helper (par exemple humain 
au phenotype sauvage, ou delete pour El, ou un double deletant pour El et E4, ou de 
I'adenovirus canin), et en cotransfectant deux plasmides: un plasmide-AAV. portant les 
ITRs de PAAV encadrant un acide nucleique d'interet. et un plasmide portant les fonctions 

20 rep et cap. on peut produire en presence de dexamethasone des particules de virus AAY 
infectieuses a des titres eleves. Comme indique dans les exemples, des titres en genomes de 
I0' 1 genomes /ml peuvent etre obtenus lorsque Ton opere sur des quantites faibles de 
cellules. En operant sur des quantites de cellules plus importantes, des titres plus eleves 
peuvent etre obtenus, jusqu'a )0 12 De plus en utilisant de I'adenovirus canin comme virus 

25 helper, le procede de 1'invention permet d'avoir des stocks d'AAV a des titres eleves sans 
contamination par de I'Ad humain. 

Ainsi, un autre objet de Pinvention reside dans un procede de production d'AAY 
recombinants caracterise en ce que Pon introduit dans une culture de cellules comprenant. 
inserees dans leur genome, une partie de la region E4 du genome d'un adenovirus 
30 comportant au moins la phase de lecture ORF6 : 

- un plasmide AAV portant un acide nucleique d'interet borde d'lTRs d'AAV, 
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- un adenovirus helper, et, 

- les fonctions Rep et Cap de l'AAV, 
puis on recolte les virus produits. 

Selon un mode de realisation particulier, la cellule productrice est une cellule 
5 comportant Tintegralite de la region E4. Selon un autre mode de realisation particulierement 
avantageux, la cellule productrice est une cellule comportant une partie de la region E4 
comportant au moins la phase de lecture ORF6 et eventuellement la phase de lecture 
ORF6/7 11 s'agit de maniere particulierement preferee d une cellule telle que definie 
precedemment pour la production d'adenovirus. En particulier, il s'agit avantageusement 
10 d'une cellule capable de transcomplenienter les fonctions El et E4 de Tadenovirus. Un 
exemple prefere est represente par une cellule de la lignee 293 contenant insere dans son 
genome, toute la region E4 ou une partie de la region E4 comportant au moins la phase de 
lecture ORF6 et eventuellement la phase de lecture ORF6/7. A titre d'exemple on peut citer 
les cellules Clone#2 (IGRP2) et Clone#4 (IGRP4). 

15 Comme indique precedemment. Tadenovirus helper peut etre un adenovirus humain 

au phenotype sauvage, ou defectif pour la region El, ou un double deletant pour El et E4, 
ou encore de l'adenovirus canin. L'avantage du procede selon Tinvention reside d'une part 
dans les titres tres eleves en AAVr, et egalement dans le caractere securitaire des stocks 
qu'il permet de produire. Ainsi, il est particulierement avantageux d'utiliser un adenovirus 

20 helper defectif, c'est-a-dire incapable de generer de maniere autonome des particules 
infectieuses. L'adenovirus helper selon le procede de I'invention est avantageusement un 
adenovirus humain possedant une deletion dans la region E4. Plus preferentiellement 
encore, il s'agit d'un adenovirus humain defectif pour les regions El et E4. Selon un autre 
mode de realisation avantageux, il s'agit d'un adenovirus canin, de preference choisi parmi 

25 les souches CAV2. 

Dans le procede selon I'invention, les fonctions rep et cap de PAAV sont 
preferentiellement apportees par co-transfection des cellules avec un plasmide portant les 
regions rep et cap de l'AAV. Ces regions peuvent etre sous controle du promoteur P5 
homologue ou d'un promoteur constitutif comme LTR-RSV. Ces fonctions peuvent 
30 egalement etre apportees directement par le virus helper utilise II est en effet possible 
d'inserer dans l'adenovirus helper une cassette contenant les regions rep et cap de l'AAV. 
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La presente invention concerne eoalpm^nt i« ■ • 
(adenovirus et aa\a u. , e ^mtm | es preparations virales purifiees 
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Freleremiellemeni, la composition pharmaceutique contient des vehicules 
pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. II peut s'agir en particulier 
de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de sodium, potassium, 
calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles. isotoniques, ou de 
5 compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee 
ou de serum physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. D'autres 
excipients peuvent etre utilises tels que par exemple un hydrogel. Cet hydrogel peut etre 
prepare a partir de tout polymere (homo ou hetero) bio-compatible et non cytotoxique. De 
tels polymeres ont par exemple ete decrits dans la demande WO93/08845. Cenains d'entre 

10 eux, comme notamment ceux obtenus a partir d'oxyde d'ethylene et/ou de propylene sont 
commerciaux. Les doses de virus utilisees pour l'injection peuvent etre adaptees en fonction 
dc diflerems parametres, ei notamment en fonction du mode ^administration utilise, de la 
pathologie concernee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement recherchee 
D'une maniere <zenerale, les adenovirus recombinants selon Tinvention sont formules et 

15 administres sous forme de doses comprises entre 10 et 10 pfu, et de preference 10° a 
10 10 pfu et les AAV, entre 10° et lo" particules. Le terme pfu ("plaque forming unit") 
correspond au pouvoir infectieux d'une solution d'adenovirus, et est determine par infection 
d'une culture cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 1 5 jours, du nombre de 
plages de cellules infectees Les techniques de determination du titre pfu dune solution 

2U virale sont bien documentees dans la litterature. 

Selon le gene therapeutique, les virus ainsi produits peuvent etre utilises pour le 
traitement ou la prevention de nombreuses pathologies, incluant les maladies genetiques 
(dystrophic fibrose cystique, etc), les maladies neurodegeneratives (Alzheimer, Parkinson, 
ALS, etc), les cancers, les pathologies liees aux desordres de la coagulation ou aux 
25 dyslipoproteinemies, les pathologies liees aux infections virales (hepatites, SIDA, etc), etc. 

La presente invention sera plus completement decrite a IVide des exemples qui 
suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs 

Legende des figures 

Figure 1 : Organisation genetique de Tadenovirus Ad5. La sequence complete de 
30 TAd5 est disponible sur base de donnees et permet a l'homme du metier de selectionner ou 
de creer tout site de restriction, et ainsi d'isoler toute region du genome. 

Figure 2 Organisation genetique de la region E4 
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c*,ra„s au phenol ou par un melange phenol/chloroforme. P rec,pi,es a le,l,anol puis incut* 
en presence de I'ADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommanda.ions du 
o_. Le remplissage des extremues 5' proeminen.es peu, e,re efleaue par .e 
ragmen, de Klenow de I'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) se!o„ les specif.ca.ions du 

ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee se!on les recommandations du fabrican, 
nu'cleTsT eX " imi " S " « " » «*>«~ «na S , par ,a 

La 7 uta f fe di "S« in vi,ro par oligodeoxy„„cleo,ides symnetiques peu, e,re 

n z ;;r r h ? , dive,opp<e par Tayior - °< ^ ^ e* 

8749-8764 en ut.l.san, le fat dis.ribue par Amersham L'amplificanon en 2 vma,ique d 

ir;: r r ,a ,echnique di,e de pcr E i;, * 

Sa.k, R.L „ al.. Scence 220 (1985) 1350-J354; Mullis KB. e, Faloona FA Me,l, 

(pTrf ( '! 87) " 5 ° 50) PCW to - «*« » DNA .herma, cycler 

(Perian Elmer Ce,us, selon les specifications du fabrican,. La verifier, des sequences 
~oues peu, e.re effectuee P „ „ methode developpee par Sanger e, al. [Proc. Na.l 
Acad. Sc.. USA, 74 (,977, 5463-5467] en utilisan, le k i, diaribue pa, Amersham. 

Construction de plasmides porta,,, different* unites f„„c.i„„„e.le S 
de la region E4 sons controle d'un promoter 

II. Construcion du plasmide pE4Gen 

Le plasmide P PY2 correspond au clonage du (ragmen, Avr2-Sall (environ , 3 kb 
mcluan, ,e P romo,eur du MMTV, du plasmide pMSG (Pharmacia) entre les si.es Xbal e, 
Sail du plasm.de pIC20H prepare a partr d'un contexte E. coli dam + . Le plasmide pPY4 
denve du plasmide pPY2 par deletion d'un (ragmen, de 35 pb apres coupure par BamH! e, 
BgL puis rehga.ure Le plasmide pPY5 correspond .„ plasmide plOOH dan, lequel le 
(ragmen, Taq,-Bgl2 incluan, ,a region E4 de 1'adenov.rus de ,y P e 5 si,uee en.re les 
pos„,ons 35576 (Taql, e, 32490 (Bgl2), a e,e clone en„e les si.es Cla, e, BamH, La 
reg,ou E4 du plasmide pPY5 es, done incluse dans un (ragmen, EcoRV-Sph, que 1'on peu, 
doner apres digestion partielle «,,« les si, K Sra3 , „ S phl du plasmide P PY4 ce qui 
genere le plasmide pPY6 L'inserton du (ragmen, Xho, du plasmide pKIXX (Pharmacia, 
qu, pone un gene eonferam la ,esis,a„ce a la geneucine che 2 les cellules 293. dans te 
Plasm.de pPY6 genere le plasmide pE4Ge, Ce plasmide pone done un gene selec.ionn.ble 
« la ,o,al„e de la region E4 de I'adenovirus exprimee a part, du promceur du MMTV 
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I Jans ce plasmidc paniculicr ces deux genes sc suiveni ei ies sequences eodanie.s respecii\e> 
sont ponees par le meme brin d'ADN. Dans ce plasmide, le site principal 5' donneur pour 
I'epissage localise en amont de la phase de lecture ORF1 (vers la position 3554S) est done 
conserve pour assurer un epissage altematif correct, permettant de generer les differents 
produits depression de toutes les phases codantes dc la region EA et de maniere 
comparable a I'epissage altematif observe lors du cycle viral 

1.2. Construction du plasmide pORF6Gen 

Le plasmide pPY13 correspond au clonage du fragment Bgl2-Xbal du plasmide 
pPY6 entre les sites correspondants du plasmide pIC20H. Ce fragment de 16 kb inclus 
done la sequence de 1'adenovirus de type 5 de la position 341 15 (Bgl2) a la position 32490 
(Bgl2, suivi du site Xbal provenant du multisite de clonage du plasmide pIC20H). Le 
plasmide pPY13 contient done la totalite des phases ouvertes de lecture ORF6 et ORF7 de 
••adenovirus, maintenant incluses dans un fragment Xhol-Sphl Le clonaue de ce fraument 
entre les sites Sal) et Sphl du plasmide pPY4 genere le plasmide pPYI5 L'insertion du 
fragment Xhol du plasmide pKlXX, qui porte un gene conferant la resistance a la 
geneticine chez les cellules 293, dans le plasmide pPY 1 5 genere le plasmide pORF6Gen. Ce 
plasmide pone done un gene selectionnable et les phases ouvenes de lecture ORF6 et ORF7 
de la region E4 de 1'adenovirus exprimee a partir du promoteur du MMTV. Dans ce 
plasmide particulier ces deux genes se suivent et les sequences codantes respectives sont 
portees par le meme brin d'ADN. Le premier codon d'initiaiion dc la traduction est celui de 
la phase ouvene ORF6 (position 34077 dans le genome de l'Ad5h el il est separc du site 
CAP du promoteur du MMTV par 235 nucleotides. Dans la mesure ou I'epissage altematif 
est sequentiel et implique en premier lieu la reconnaissance du site 5* donneur, le site 
principal 5' donneur localise en amont de la phase de lecture ORFI (vers la position 35548) 
n'a done pas ete inclus dans la construction du plasmide pORF6Gen pour permettre 
ulterieurement une expression efFicace des produits des phases de lecture ORF6 et ORF6/7 
(figure 4A). 

1 3 Construction du plasmide pORF4Gen 

Le plasmide pPY14 correspond au clonage du fragment Bgl2-Xbal de 1,9 kb 
(obtenu apres digestion partielle par l'enzyme Bgl2), du plasmide pPYG entre les sites 
correspondants du plasmide pIC20H. Ce fragment de 1.9 kb inclus done la sequence de 
1'adenovirus de type 5 de la position 34387 (BgI2) a la position 32490 (Bgl2, suivi du site 
Xbal provenant du multisite de clonage du plasmide pIC20H). Le plasmide pPY14 est done 
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isogenique au plasmide pPY13 a l'exception qu'il inclus en plus un fragment Bgl2 
correspondant a la quasi totalite de la phase ouverte de lecture ORF4. Ce plasmide contient 
done la totalite des phases ouvertes de lecture ORF4, ORF6 et ORF7 de 1'adenovirus, 
maintenant incluses dans un fragment Xhol-Sphl. Le clonage de ce fragment entre les sites 

5 Sail et Sphl du plasmide pPY4 genere le plasmide pPY16. L'insertion du fragment Xhol 
du plasmide pKIXX, qui porte un gene conferant la resistance a la geneticine chez les 
cellules 293, dans le plasmide pPY16 genere le plasmide pORF4Gen. Ce plasmide pone 
done un gene selectionnable et les phases ouvertes de lecture ORF4, ORF6 et ORF7 de la 
region E4 de 1'adenovirus exprimee a partir du promoteur du MMTV. Dans ce plasmide 

10 particulier ces deux genes se suivent et les sequences codantes respectives sont ponees par 
le meme brin d'ADN. Comme pour le plasmide pORF6Gen, le site principal 5* donneur 
localise en amont de la phase de lecture ORF1 (vers la position 35548) n'a pas ete inclus 
dans la construction du plasmide pORF4Gen pour permettre ulterieurement une expression 
efficace des produits des phases de lecture ORF4, ORF6 et ORF6/7. 

15 1 .4 Construction des plasmides pJY 1 et pJY2 

Cet exemple decrit la construction d'un plasmide comportant une unite fonctionnelle 
de E4 (Cf exemple 1.2.) sous controle d'un promoteur derive du MMTV Plus 
particulierement, ce promoteur est un derive du MMTV comprenant 5 elements de reponse 
aux glucocorticoides, e'est a dire un derive hautement inductible par les glucocorticoides. 
20 Ce plasmide a ete construit de la maniere suivante. 

Le fragment BgUI de I'AdS (position 34115 a 32490) inclus les sequences 
(ORF6+ORF7) de la region E4. Ce fragment a d'abord ete clone entre les sites Bglll et 
BamHI du plasmide pIC20H (Marsh et al.. Gene 32 (1984) 481), ce qui genere le plasmide 
pPY13 dans lequel le site Bglll situe en amont.de ORF6 est conserve. Le fragment Bglll- 
25 Sail du plasmide pPY13 inclus done la totalite des sequences (ORF6+ORF7) de la region 
E4 de I'AdS. Ce fragment a ete clone entre les sites BamHI et Sail du plasmide pIC20H, ce 
qui genere le plasmide pPY45. 

Le fragment Xbal (environ 1 kb) du plasmide pGRE5-l (Mader et White, PNAS 90 
(1993) 5603) correspond a un promoteur derive du MMTV, hautement inductible par les 
30 glucocorticoides. Ce fragment a ete isole et clone entre les sites Xbal du plasmide pIC20H 
isole a partir d'un contexte dam-. Le plasmide obtenu a ete designe pPY21. Dans ce 
plasmide, le site Bglll provenant du multisite de clonage du plasmide pIC20H est localise 
immediatement en amont des 5 elements du promoteur capables de lier le recepteur 
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nucleaire aux glucocorticoides. Le fragment BgM-EcoRI du plasmide pPY21. contenant le 
promoteur hautement inductible par les glucocorticoides, a ensuite ete clone entre les sites 
BgHI et EcoRI du plasmide pIC20H, ce qui genere le plasmide pPY26. 

Le clonage du fragment EcoRI-SphI du plasmide pPY45 entre les sites 
5 correspondants du plasmide pPY26 genere le plasmide pJYl qui contient les sequences 
(ORF6+ORF7) de TAd5 sous controle du promoteur hautement inductible par les 
glucocorticoides (cassette pGRE5/(ORF6+ORF7)). 

Un derive de pJYl a egalement ete construit contenant un gene de resistance a la 
geneticine. Le fragment Xhol-Sall du plasmide pMSCV contient un gene bacterien 
10 conferant la resistance aux cellules eucaryotes a la geneticine (APH), exprime a partir d'un 
promoteur fort et ubiquitaire (PGK) chez les cellules Ce fragment a ete clone dans le 
plasmide pJYl, au site sail. Le plasmide obtenu a ete designe pJY2 Ce plasmide contient 
les cassettes ^expression pGRE5/(ORF6+ORF7) et PGK/APH transcrites dans la meme 
direction 

15 1.5. Construction du plasmide pGGQ 

L'assemblage des parties GCR (HBD) et ORF6+ORF7 de la region E4 de TAd5 est 
realise apres amplification PCR en utilisant le plasmide pSGSHGR comme matrice et les 
deoxyoligonucleotides SEQ ID N°5 

5 , -UG'CX:CGCCGCCACCATGGATAIIGAACCTGAAGTGTTATATGCAGGAo , ; 

20 (le site Smal est en italique, la sequence consensus Kozak d'initiation de la 

traduction est en gras, Je codon specifiant le residu 539 du GCR est souligne) et SEQ ID 
N°6 

5 , -C71CG/^GAACGCCGGACGTAGTC^TTTGATGAAACAGAAG-3 , 

(le site Xhol est en italique; le site Tthl 1 II est en eras; le codon specifiant le residu 
25 777 du GCR est souligne). L'oligonucleotide SEQ ID N°5 permet done de positionner un 
ATG specifiant 1'initiation de la traduction en amont du domaine HBD du GCR allant des 
acides amines 539 a 777 du GCR. L'oligonucleotide SEQ ID N°6 permet de positionner un 
site de restriction Tthl 1 II en aval du HBD. Le fragment d'amplification PCR a d'abord ete 
clone dans le plasmide commercial pCRII et le criblage blanc-bleu a permis de selectionner 
30 un clone dont Tidentite a ete verifiee par sequen<?age (plasmide pCRII/GCR). Ce plasmide 
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est done la source d'un fragment Smal-Xhol qui porte le domaine HBD du GCR ayant subi 
[•amplification PCR avec les oligos SEQ ID N°5 et SEQ ID N°6. 

Le plasmide pMEL3 est une construction intermediaire qui contient le "polylinker" 
EcoRJ-Pstl du plasmide pSL1180 insere entre les sites EcoRJ et PstI d'un derive du 

5 plasmide pIC20H dans lequel le site Hind3 situe a proximite immediate du site Nrul sur le 
"polylinker" a ete traite par le fragment Klenow de la Polymerase I d'E. coli puis religature 
sur lui-meme, ce qui transforme le site Hind3 en un site Nhel . Le plasmide pMEL3 contient 
egalement un fragment BamHl correspondant au signal de polyadenylation de SV40, 
prealablement insere dans le site Bgl2 du "polylinker" de pIC20H. Le fragment Smal-Xhol 

1 0 du plasmide pCRII/GCR qui contient le domaine HBD du GCR a alors ete insere entre les 
sites correspondant s du plasmide pMEL3, ce qui genere le plasmide pMEL3/GCR 

Apres digestion totale du plasmide pPY13 par Hinc2, digestion partielle par Sspl 
puis religature du plasmide sur lui-meme, on genere le plasmide pPY13 (A Hinc2-Sspl) qui 
contient un fragment Hind3 d'environ 1.4 kb contenant la totalite de la sequence 
1 5 ORF6+ORF7 de la region E4 de l'Ad5, incluant son site de polyadenylation. 

Le plasmide pPY13 (A Hinc2-Sspl) a ete digere par Hind3 et ses extremites ont ete 
remplies a I'aide de la Polymerase Klenow. Ce plasmide est ensuite digere par Xhol, et les 
sequences ORFo-rORF7 (environ 1.4 kb) som alors donees entre les sites Xhol et Nrul du 
plasmide pMEL3/GCR, ce qui genere le plasmide pMEL3/GCR-Tthl 1 1I-(0RF6+0RF7). 

20 Le couplage du site Tthll 1 1 introduit a I'aide de l'oligonucleotide SEQ ID N°6 avec 

le site Tthll II situe immediatement en aval de I'ATG traductionnel de ORF6 sur la 
sequence de l'Ad5 (position 34070) permet de realiser un couplage traductionnel entre le 
domaine HBD du GCR et la proteine ORF6. Le plasmide pMEL3/GCR-Tthl 111- 
(ORF6+ORF7) est done digere par Tthll II puis religature sur lui-meme. ce qui genere le 

25 plasmide pMEL3/GCR-(ORF6+ORF7). Cette construction a ete sequencee pour s'assurer 
du couplage traductionnel entre le domaine HBD du GCR et ORF6. La sequence du gene 
chimerique obtenue est presentee sequence SEQ ID N°7. Celle de la proteine resultante 
GCR-ORF6 est presentee sequence SEQ ID N°8 

Le traitement du plasmide pPY26 par EcoRl et le fragment Klenow de la 
30 Polymerase I d'E. coli, puis par Bgl2 genere un fragment incluant le promoteur inductible 
GRE5, dont le clonage entre les sites Apal traite par le fragment Klenow et BamHl du 
plasmide pMEL3/GCR-(ORF6+ORF7) genere le plasmide pMEL3/GRE-(GCR- 
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ORF6+ORF7) Ce plasmide est la source dun fragment Bgl2-Nhel correspondant a la 
cassette depression codant pour la fusion GCR-(ORF6+ORF7) exprimee a panir du 
promoteur GRE5 et dont le clonage entre les sites Bgl2 et Xbal du plasmide pCI-Neo 
(Promega) genere le plasmide pGGO. 

Exemnle 2 - Construction des lignees cellulaires 

Cet exemple decrit la construction de lignees cellulaires complementantes pour les 
regions El et E4 des adenovirus selon Invention. Ces lignees permettent la construction et 
la propagation d'adenovirus recombinants deletes pour ces regions, sans avoir recours a un 
virus helper. 

Les lignees de Tinvention ont ete construites par co-transfection des cellules choisies 
en presence de phosphate de calcium, par les plasmides decrits dans l'exemple 1 et une 
construction codant pour le recepteur aux glucocorticoides (Hollenberg et al., Nature, 3JLS, 
(1985) 635-641) Plus precisement, les cellules de la lignee 293 en boites de 5cm de 
diametre ont ete transferees par 1 a 5 \ig de plasmide E4 (pE4Gen, pORF6Gen, 
pORF4Gen, pGGO ou pJY2) et eventuellement 5 M g d'un plasmide depression du 
recepteur humain aux glucocorticoides exprime a partir du promoteur precoce du virus 
SV40 (plasmide pSGSHGR), en presence de phosphate de calcium, selon le protocole decrit 
par Graham et Van der Eb (Virology 52 (1973) 456). 

2 1 Select ion des clones resistants a la geneticine 

Apres transfection des cellules, celles ci sont lavees, puis le milieu de culture (MEM, 
Sigma) supplement^ en serum de voeu foetal (7% final) est ajoute et les cellules sont mises 
a incuber pendant 20 heures. Le lendemain, on selectionne les cellules en presence de 
geneticine a la concentration effective de 350 mg/1. La geneticine est changee tous les trois 
jours et les clones selectionnables apparaissent apres environ 3 semaines. Quand toutes les 
cellules non transferees sont mortes, seules les cellules ayant insere le gene de resistance 
subsistent et se divisent pour generer des clones cellulaires Quand les clones cellulaires sont 
suffisamment gros pour etre visibles a I'oeil nu, ils sont individueliement transferer dans les 
puits de culture d'une plaque de culture "24 trous". Chaque clone est ensuite 
progressivement amplifie en presence de geneticine d'abord dans les puits d f une plaque de 
culture "12 trous", puis "6 trous" pour etre ensuite amplifie en boites de culture cellulaires. 
Chaque clone cellulaire est alors conserve par congelation dans Tazote liquide. 
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Us adenovirus Ad2dl808 (Weinberg el Ketner I v ■ , „ 
« -, Virolosv ,93 ( ' d M " er ' ^ <1989) "'^ d " 01 ' < B " d -« 

M (I'M) 5383,. Dans une seconde etape ,es 50 do„ J 8 " " NAS 

testes pour ieur capacite a produire ces virus E4 et ^ r « • « (Mnc on, e,e 
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W.«). Unrecon , e,e rMs r i T, ~ ° bKnU " 13 
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hybride soit capable de transactor le promoteur GRE> en 

-erotdes. LeS clones obtenus sent efLvernl ^ , " ™«» « non de 

vrus E4-defectifs en presence de RU486. efficac ^ent des 

« to *nes s,ab,es son, r; :;;- * ^ 2 o u 5, 

■a .ration du p la s milI e pOGO dans les ceJe 29 ~ , ' Se " £ " Cine "* cxemple, 
•a propa S a,i„„ des ^ doub|emem ^ " * «-« <= *- ,ORP, s , ui peraiet 

< 1 MMX ce * ,es, pas le cas en ,, bsCTCe « - ""-« * de*a m e,„,so„e 

-rec,4::^~ - «*. h, . « ^ aprss 

^ El seu,e m e„„. conlprend „ J^^TT * (deficiem 
du *» RSV (Wo,d.Perncaud eI e, a 1 c, , """ d " Pr ° m0,eur du LTR 

5 clones #2, «4 e, des celWes obtenues av c'nJY 22 <,992) ^ L « «**• 

* P.s « t It ZZZ^Tt dK M " U,B 4 ~P'^,e r ,a * s io„ E, 

Les cellules des clones #2 et ft. •. • 
Impress™ des prolines virales P,„s „ , ^ *° S0U,hera b,M P 0 "' 

adenoviral) a e,= realisee selon le D J , ' Pr ° Ve " am de la E< 

S™> m i„ ue des cellules ;/ ' P " ^ a 3 ' A « «*• '^N 

-rice dans u „e reac,™ de CR e*eT ' " * " ^ " * «— 

— « sbo id „, ..-^^r^zr,,* 7 p rr ase Ta <- de io,iso 1 * 
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min, 30 cycles d'amplification par denaturation a 94°C pendant 1 min, hybridation a 60°C 
pendant 2 min, et extension a 70°C pendant 3 min, 1'extension lors du dernier cycle etant 
prolongee pendant 10 min. Les produits d'amplification ont ensuite ete analyses par 
electrophorese SDS 1 % d'agarose et identifies en Southern Blot et hybridation avec une 
5 sonde marquee couvrant la region (ORF6 + ORF7) de l'adenovinis ou la region MMTV. 

L'analyse en Northern Blot et RT-PCR (analyse des ARNs cellulaires des clones 2 et 
4 hybridant avec une sonde radioactive provenant de la region E4 adenoviral) a ete realisee 
selon le protocole decrit par Maniatis et al., les ARNs cellulaires polyadenyles ayant ete 
prepares selon le protocole decrit par R E. Farrell Jr. "RNA isolation strategies", in: RNA 

10 Methodologies; a Laboratory Guide for Isolation and Characterization. Academic Press Inc. 
(San Diego, CA, USA). p46-92). Pour la RT-PCR, 500 ng des ARN polyA+ ont ete traites 
avec 0,5 unite de DNAse I puis soumis a une transcription inverse avec une amorce 
oligo(dT). Un dixieme de la preparation d'ADNc simple brin ainsi obtenue a ete utilise 
comme matrice dans une reaction de PCR realisee au moyen de I'oligo 2 (SEQ ID n°2) et de 

15 I'oligo 3 (SED ID n°3), correspondant aux nucleotides 227-246 par rapport au site cap du 
promoteur MMTV (voir figure 4). Ces oligo ont ete construits pour amplifier un fragment 
de 1255 pb de l'ARNm non episse ORF6 et un fragment de 545 pb de l'ARNm episse 
ORF6/7. Les produits d'amplification ont ete analyses en gel SDS 1 % d'agarose et identifies 
en Southern Blot et Hybridation a la sonde (ORF6+ORF7) marquee. 

20 Ces analyses ont permis de montrer que ces 2 clones possedent leur unite 

fonctionnelle E4 respective integree a raison de quelques copies par cellules. De plus, ces 
etudes demontrent que ces deux clones expriment la proteine de la fibre de Tadenovirus 
apres infection avec les mutants de deletion Ad5dll004, Ad5dll011 et Ad5dll014 (Figure 
5). Cette proteine est une proteine tardive du cycle replicatif et infectieux de Tadenovirus, 

25 dont la synthese implique 1'expression de E4. La presence de cette proteine dans les cellules 
infectees par les mutants E4~ confirme que ces cellules expriment bien une activite E4 
fonctionnelle. 

Les analyses en Southern Blot indiquent plus particulierement que le clone #2 
contient une copie de la cassette MMTV-(ORF6+ORF7) integree dans son genome. 
30 L'integrite de cette cassette a en outre ete demontree par l'amplification au moyen des oligos 
1 et 2 qui genere un fragment de 2,6 Kb attendu, qui peut etre specifiquement detecte par 
une sonde radiomarquee correspondant a 1'unite (ORF6+ORF7) ou au promoteur MMTV 
(figure 4). ^occurrence d'un epissage alternatif correct dans les cellules de l'invention a 
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egalement ete demontree par RT-PCR. Ainsi 2 signaux principaux on! ete detectes 
specifiquement avec la sonde radiomarquee (ORF6+ORF7) dans le clone £2 non infecte, 
cultive en presence de dexamethazone (conditions inductrices). Le signal le plus important 
est un fragment de 1,3 kb environ, taille qui correspond parfaitement a un produit non 
5 episse derive de ORF6/ORF7. L'autre signal est un fragment de 0,6 kb environ, taille en 
accord avec Texcision (lors de Tepissage) de 1'intron de 712 nucleotides generant le 
messager ORF6/7. Ces resultats montrent clairement qu'un epissage alternatif correct se 
produit dans les cellules de l'invention, et que les deux produits ORF6 et ORF6/7 de la 
region E4 sont bien exprimes dans ces cellules 

10 La capacite des cellules de l'invention a exprimer un produit fonctionnel de la region 

ORF6 a par ailleurs ete demontree par immunodetection de la proteine de la fibre. Les 
resultats obtenus montrent que les cellules 293 infectees par Padenovirus Ad5 dll007 nc 
produisent pas de fibres. Au contraire, un signal fibre-specifique est detecte dans les cellules 
de l'invention (clone #2 notamment) apres infection par ce mutant, et pas dans les autres 

1 5 cellules non infectees. La presence de la fibre a egalement ete demontree dans les cellules de 
l'invention infectees par les mutants dl808, dll004 (ORF1+), dllOl 1 ou dl 1014 (ORF4+) en 
presence de dexamethazone. 

2.5. Formation de plages 

Cette analyse montre clairement les proprietes particulterement avantageuses des 
20 lignees selon l'invention. En effet, alors que les deux clones (clone#2 et clone#4) sont 
capables de transcomplementer la region E4 et de propager avec une efficacite comparable 
les mutants Ad2dl808 ou Ad5dll004 par exemple, ils presentent une difference tres 
significative en ce qui concerne la formation de plages de virus apres infection par les 
mutants Ad2dl808, Ad5dll004, Ad5dll007, Ad5dI101 1 ou Ad5dll014. 

25 La capacite de former des plages de virus est une propriete essentielle des lignees de 

production. C'est en effet sous cette condition que des clones de virus recombinants peuvent 
etre isoles, puis amplifies et purifies. Les resultats obtenus montrent clairement que la 
formation de plages de virus est toujours observee avec le clone#2, alors que cela ne se 
produit que rarement avec le clone#4. Ces resultats demontrent clairement les proprietes 

30 tres superieures des lignees de l'invention dans lesquelles seulement une unite fonctionnelle 
particuliere de la region E4 est integree. 
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2 6 Expression regulee de l'activite E4 

Une autres propriete avantageuse du done#2 selon 1'invention reside le caractere 
regule et inductible de I'expression de l'activite E4. Ainsi, les resultats obtenus montrent que 
la formation de plages de virus n'est observee qu'en presence de dexamethazone. De meme, 
5 dans le clone#2, Expression de la proteine de fibre de I'adenovirus apres infection par le 
mutant Ad5dll007 est significativement augmentee dans les conditions deduction (figure 
6). Les memes resultats ont ete obtenus avec les mutants Ad5dl808, Ad5dll004, AdSdllOl 1 
et Ad5dll014. En revanche, 1'expression de l'activite E4 dans le clone#4 est constitutive. 

L'ensemble de ces resultats demontre clairement les avantages des lignees cellulaires 
1 0 de 1'invention dans lesquelles seulement une unite fonctionnelle particuliere de la region E4 
est integree Ces avantages resident en particulier dans la capacite a former des plages de 
virus et a permettre 1'amplification des virus defectifs en milieu liquide. Ces avantages sont 
egalement dans le caractere regule de Texpression de l'activite E4, comrairement aux lignees 
dans lesquelles des unites fonctionnelles plus grandes de E4 sont presentes. 

1 5 Exemple 3 - Production de virus defectifs pour les fonctions El et E4 

Cet exemple decrit Tutilisation des lignees cellulaires selon I'invention pour la 
production de virus recombinants deficients dans les regions El et E4 Ces adenovirus ont 
ete produits par recombinaison homologue, apres co-transfection, dans les cellules de 
I'invention, de deux fragments d'ADN, Tun apportant la partie gauche du genome du virus 
20 recombinant (possedant une deletion dans la region El), Tautre apportant la partie droite du 
genome du virus recombinant (possedant une deletion dans la region E4). 

Plus precisement, les cellules 293E4 (clone#2 et #4) ont ete cotransfectees par 10 
mg de l'ADN du virus Ad-RSVBGal (Stratford-Perricaudet et al) digere par Srfl (ou 5 mg 
d'ADN du plasmide ayant servi a la construction de ce virus et digere par Xmnl), et 10 mg 

25 de l'ADN du virus apportant la deletion fonctionnelle de la region E4 (par exemple 
Ad2dl808, Ad5dll004, Ad5dll007 ou Ad5dlI014) digere par l'enzyme Clal. Apres 
apparition de 1'efFet cytopathique, les virus sont purifies par au moins deux cycles 
consecutifs d'etalement en solide pour la formation de plages sur clone 2. Les plages 
correspondant a l'infection du virus recherche (analyse de l'ADN demontrant la double 

30 deletion El et E4) sont alors amplifiees par des cycles defection consecutives. Des stocks a 
titre eleves sont prepares par purification sur gradient de chlorure de cesium. Les virus sont 
conserves a -80°C selon les techniques classiques de Thomme de 1'art. 
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Les fragments purifies ont ete co-transfectes dans les cellules clone #2 selon le 
protocole decrit pour les cellules 293, en presence de 1 jiM de dexamethazone dans le 
milieu (ajoute tous les 4 jours pendant 3 semaines). Au terme de cette culture, les cellules 
ont ete recoltees, congelees et decongelees 3 fois dans un bain glace/ethanol, puis 
5 centrifugees a 3000 g pendant 20 min. Le lysat cellulaire a ensuite ete ajoute a une culture 
fraiche de cellules clone #2 (egalement designees IGRP2) en presence de dexamethazone ( 1 
jiM). Apres 5 jours, un effet cytopathique a ete observe, demontrant la production des 
virus. Un stock de ce virus recombinant AdAEl, AE4, ORF4 + a ete obtenu apres 
amplification progressive du melange induisant I'effet cytopathique sur 100 boites de 10 cm 

10 contenant des cellules clone #2 a sous-confluence, en presence de ljiM dexamethazone. 
Apres purification sur gradient de chlorure de cesium et dialyse a 4°C le stock viral a ete 
titre sur monocouches de cellules clone #2 supplememees de dexamethazone (l|aM), avant 
coloration in vitro avec du X-Gal. Dans la mesure ou toutes les plaques sont positives, le 
titre peut-etre exprime soit en pfu / ml soit en plaque virale exprimant la (3-gal. Selon cette 

15 procedure, un stock de 10^ pfu a ete prepare. L'absence de RCA dans ce stock a ensuite 
ete controlee par analyses de restriction et en southern. Pour cela TADN viral d'un 
recombinant du stock a ete prepare selon la technique de Challberg (Virology 114 (1981) 
196). 2pig de cet ADN ont ete soumis a une analyse de restriction et gel d'agarose 1 %. Les 
fragments ont ete transferes sur membrane Hybond-N (Amersham) et hybrides avec une 

20 sonde radioactive correspondant aux ITRs de l'adenovirus pour detecter specifiquement les 
fragments localises aux extremites du genome viral. 

L'analyse de restriction par les enzymes Smal, AIM ou StuI a donne les profils 
attendus, pour des preparations non contaminees par des fragments El + ou E4 + comme en 
temoigne la stoechiometrie relative des diflferents fragments de restriction. 

25 L'analyse en Southern apres transfert sur membranes montre que la digestion par 

StuI genere seulement 2 fragments hybridant avec la sonde ITR : Un de ces fragments 
presente une mobilite correspondant a celle du fragment de 11 25 pb de AdRSVPgal codant 
pour la (Jgal, Tautre migre comme le fragment StuI de 2673 pb de Ad5dll014 portant la 
deletion E4. Une exposition prolongee de l'autoradiogramme ne fait apparaitre aucune 

30 bande supplementaire ayant une taille correspondant au fragment El + (3158 bp) ou E4 + 
(3980 pb). De meme, un fragment correspondant en taille (3267 pb) a Tintroduction de 
I'unite E4 fonctionnelle (ORF4 + ORF6 + ORF7) dans le genome du recombinant n'a pas 
ete detecte, demontrant qu'il n'y a pas eu d'evenement de double recombinaison pendant la 
production entre le genome viral et I'unite E4 integree dans la cellule. Ces resultats 
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demontrent done que les cellules de Tinvention peuvent etre utilisees pour produire 
efficacement des lots de virus AE1, AE4 depourvus de RCA. 

Exemnle 4 * Production d'AAV recombinants 

Cet exemple decrit I'utilisation des lignees cellulaires contenant tout ou une partie de 
5 la region E4 d'un genome adenoviral pour la production d'AAV. Ces AAV ont ete produits 
par co-transfection, dans lesdites cellules, d'un plasmide ITR-AAV et d ? un plasmide 
Rep/Cap, et par co-infection avec un adenovirus helper. 

Plasmides et virus utilises 

- Plasmide ITR-AAV, designe pMAJO . Ce plasmide comporte un acide nucleique 
10 d'interet (cassette d'expression du gene P-gal d'E.coli composeedu promoteur du LTR- 

RVS, du gene LacZ precede d'un signal de localisation nucleaire, et du site de 
polyadenylation du virus SV40) borde de 2 ITR d'AAV. Le plasmide pMAlO a ete obtenu 
en digerant le plasmide pXL2582 par Spel et en refermant par traitement a PADN ligase du 
bacteriophage T4. Ce traitement permet de supprimer les sequences palindromiques en aval 
15 de TITR gauche de FAAV. Le plasmide pXL2582 a ete obtenu en ligaturant les fragments 
suivants dans les sites EcoRJ-Kpnl de pXL2359 (decrit dans la demande FR94 02445) : 

a) EcoRI-Xbal (contenant TITR gauche de I' AAV jusqu'au nucleotide 155, site 
Hinfl sur la sequence publiee de T AAV) de pXL2580, et, 

b) Xbal-Kpnl de pXL2359 (contenant la cassette depression du gene LacZ) 

20 Le plasmide pXL2580 a ete obtenu a partir de pXL2359 de la maniere suivante : 

pXL2359 a ete digere par EcoRI-Xbal et depose sur gel d'agarose 1%, d'ou un fragment 
de 650 pb a ete purifie. Ce fragment a ete redigere par Hinfl et traite a TADN Polymerase 
du bacteriophage T4, recoupe par Pstl puis depose sur uel d'agarose 2V d'ou un fragment 
de 200 pb a ete purifie. Ce fragment, contenant TITR gauche de 1'AAV jusqu'au nucleotide 

25 1 55 a ete introduit entre les sites Pstl-Smal de pBSKS+ (Stratagene). 

- Plasmide Rep/Cap : Le plasmide utilise, designe pABal, a ete decrit par Lebkowski 
et al (Mol. Cel. Biol. 8 (1988) 3988). Ce plasmide contient les regions rep et cap de FAAV 
sous controle du promoteur endogene P5. D'autres promoteurs peuvent etre substitues au 
promoteur P5, tels que notamment le promoteur constitutif du LTR-RVS. 
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- ^adenovirus helper utilise est un adenovirus sauv a , e Ad< II ,„ 
d'autres virus helper peuvent etre utilises « „ , Cmendu <* ue 
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LISTE DE SEQUENCES 



5 

(lj INFORMATIONS GENE RALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER 
10 (B) RUE: 20 AVENUE RAYMOND ARON 

(C) VILLE: ANTONY CEDEX 
'(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE: 40.91.69.22 
15 (Hj TELECOPIE: 40.91.72.91 

l iil TITRE DE L ' INVENTION : CELLULES POUR LA PRODUCTION D ' ADENOV] P.Uir 
RECOMBINANTS 

20 

liiii NOMBRE DE SEQUENCES: 8 

(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR: 
(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 
25 (B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(Ci SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



30 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 
<B) TYPE: nucleotide 
35 {C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D; CONFIGURATION: lineaire 

till TYPE DE MOLECULE: ADNc 

40 

<>:i> DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
AAGCAGCCAA GGGGTTGTTT 

45 

(2 J INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

ti) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
50 (A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(Bj TYPE: nucleotide 
(Cj NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

55 til) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



WO 96/22378 



PCT/FR96/00088 



(>:ii DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID li-: 2: 
ACCCTAGTAT TCAACCTGCC 2 0 

s 

[2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

<i: CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
10 (A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

( B ) TYPE : nucleotide 
<C> NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

15 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



20 



25 



45 



55 



l>:i! DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID HC : 2: 
AT CATC AC AA GAGCGGAACG 20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3189 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 
30 { D) CONFIGURATION : lineaire 

ii; TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii} HYPOTHETIQUE: NON 

35 

(iv) ANTI-SENS: NON 



40 (>:il DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID MO: 4: 

CATCCTCTTA CACTTTTTCA TACATTGCCC AAGAATAAAG AATCGTTTGT GTTATGTTTC 60 

AACGTGTTTA TTTTTCAATT GCAGAAAATT TCAAGTCATT TTTCATTCAG TAGTATAGCC 120 

CCACCACCAC ATAGCTTATA CAGATCACCG TACCTTAATC AAACTCACAG AACCCTAGTA 18C 

TTCAACCTGC CACCTCCCTC CCAACACACA GAGTACACAG TCCTTTCTCC CCGGCTGGCC 24 0 

50 TTAAAAAGCA T CAT AT CAT G GGTAACAGAC ATATTCTTAG GTGTTATATT CCACACGGTT 30C 

TCCTGTCGAG CCAAACGCTC ATCAGTGATA TTAATAAACT CCCCGGGCAG CTCACTTAAG 360 

TTCATGTCGC TGTCCAGCTG CTGAGCCACA GGCTGCTGTC CAACTTGCGG TTGCTTAACG 420 

GGCGGCGAAG GAGAAGTCCA CGCCTACATG GGGGTAGAGT CATAATCGTG CATCAGGATA 4 80 

GGGCGGTGGT GCTGCAGCAG CGCGCGAATA AACTGCTGCC "CGCCGCTC CGTCCTGCAG 54C 
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CATAAGG CG I 



60*.. 
6 6C 

72C 

64 0 
900 
960 
1020 



GAATACAACA TGGCAGTGGT CTCCTCAGCG ATGATTCGCA 
5 CTTCTCCTCC GGGCACAGCA CCGCACCCTG ATCTCACTTA AATCAGCAC, G T AACT"'" - -~ 
CACAGCACCA CAATATTGTT CAAAATCCCA CAGTGCAAGG CGCTGTA7CC 

GCGGGGACCA CAGAACCCAC GTGGCCATCA TACCACAAGC 

in 4 - ny --^. - AAGTG^-L* j."- 

CCCCTC,™ aCACGG^GGA niWKKT acctottt3 GCAiGTraA 

rCCCGGTAGC ATATAAACGT CTGATTAAAC A T GGCGCCAT CCACCACCAT CCTA^ 

, 5 ctggccaaaa ggtgggcgcc ggctatacac tgcagggaac cgg5actoga 

TGGAGAGCCC AGGACTCGTA ACCATGGATC ATCATGCTCG ,« KKc 
CAACACAGGC ACACGTGCAT ACACTTCCTC AGGATTACAA GCCCTCCCG CGTTAGAACC 
-0 ATATCCCAGG GAACAACCCA TTCCTGAATC AGCGTAA^TC G=^GA~ 

CGCACGTAAC TCACGTTGTG CATTGTCAA, GTGTTACATT CCG = C,CCAG GGGATGA^ ^ 
25 TCCAGTATGG TAGGGCGGGT TTCT GTGTCA AAAGGAGGTA CACGA.GCCT ACGTACGG' 
GTGCGCCGAG ACAACCGAGA TCGTGTTGGT CGTAGTGTCA TGCCAAATGG AACGCCGGAC 
GTAGTCATAT TTCCTGAAGC AAAACCAGGT GCGGGCGTGA CAAACAGATC „CG 
^0 G ICT CGGCGC TTAGATCGCT CTGTGTAGTA GTTGTAGTAT A.CGAGTCTC TCAAAGCATC 
CAGGCGCCCC CTGGCTTCGG GTTCTATGTA AACTCCTTCA TGCGCCGCTG CCCTGATAAC 
}} ATGCACGAGC GCAGAATAAG CCAGACCGAG CCAACCTACA CA7TCG7T™ Z'^r K - - 

CACGGGAGGA GCGGGAAGAG GTGGAAGAAC CATGTTTTTT rm^Z Z^Z Z 
CCAAAACCTC AAAATGAAGA TCTATTAAGT GAACGCGC77 CCC7CCGCG GCGTGGTG^ ^ 
ACTCTACAGC CAAAGAACAG ATAATGGCAT TTGTAAGATG TTGCACAATG GCTTCCAAAA ' 
GGCAAACGGC CGTCAGGTGC AAGTGGACGT AAAGGCTAAA CCCTTCAGGG TGAATCTCCT 
4J CTATAAACAT TCCAGCACCT TCAACCATGC CCAAATAATT CTCATCTCGG CACCTTCTCA 

ATATATCTCT AAGCAAATCC CGAATATTAA GTcrrrrr i» - 

-AAlAlTAA GTCCGGCCAT TGTAAAAATC TGCTCCAGA^ 

CGCCCTGGAC CTTCAGCCTC AAGCAGCGAA TCATGATTGC AAAAATTCAG GTTCCTCACA l960 
GACCTGTATA AGATTCAAAA GCGGAACATT AACAAAAATA CCGCGATCGC GTAGGTCC T 
TCGGAGGGCC AGCTGAACAT AATCGTGCAG GTCTGCACGG ACGAGCGGGG CCACTTCCCC 
55 GCGAGGAAGG ATGACAAAAG AAGCCACACT GATTATGACA CGCATACTCG GAGCTATGCT 
AACCAGCGTA GCCCCGATGT AAGCTTGTTG GATGGGCGGC GATATAAAAT GCAAGGTGCT 
GCTCAAAAAA TCAGGCAAAG CCTCGCGCAA AAAAGAAAGC ACATCGTAGT CATGCTCATG 
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CAGATAAAG; CAGGTAAGCT CCGGAACCAC CACAGAAA-.-. -^-^ 
CATGTCTGCG GGTTTCTGCA TAAACACAAA ATAAAATAAC AAAAAAACAT TTAAACATTA 
^CCTGTC TTACAACAGG AAAAACAACC CTTATAAGCA TAAGACGGAC TACGGCCATG 
CCGGCGTGAC CGTAAAAAAA CTGGTCACCG TGATTAAAAA GCACCACCGA CAGCTCCTCG 
GTCATGTCCG GAGTCATAAT GTAAGACTCG GTAAACACAT CAGGTTGATT CACA.CGGTC 
AGTGCTAAAA AGCGACCGAA ATAGCCCGGG GGAATACATA CCCGCAGGCG TAGAGACAAC 
ATTACAGCCC CCATAGGAGG TATAACAAAA TTAATAGGAG AGAAAAACAC ATAAACACCT 
GAAAAACCCT CCTGCCTAGG CAAAATAGCA CCCTCGCGCT CCAGAACAAC ATACAGCGCT 
TCCACAGCGG CAGCCATAAC AGTCAGCCTT ACCAGTAAAA AAGAAAACCT ATTAAAAAAA 
CACCACTCGA CACGGCACCA GCTCAATCAG TCACAGTGTA AAAAAGGGCC AAGTGCAGAG 
CGAGTATATA TAGGACTAAA AAATGACGTA ACGGTTAAAG TCCACAAAAA ACACCCAGAA 
-CCGCACGC GAACCTACGC CCAGAAACGA AAGCCAAAAA «CCACAAC T ,CC T CAAA T C 
CTCAC^CCG TTTTC CCACG TTACGTCACT TOCCATA AGAAAACTAC AATTCCCAAC 
ACATACAAGT TAG.CCGGCC TAAAACCTAC G.CACCCGCC CCGTTCCCAC CCCCCGCGCC 
ACGTCACAAA CTCCACCCCC TCATTATCAT ATTGGCTTCA ATCCAAAATA AGGTATATTA 
TTGATGATG 



12) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE- 

\&) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

fD) CONFIGURATION: lineaire 

Hi) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

fiii) HYPOTHETIQUE: NON 

«iv> ANTT - SENS : mil 



2'3-K 
2400 
2460 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
3000 
306Q 
3120 
3180 
3189 



<xi> DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID HO: 5: 
GGGCCCGCCG CCACCATGGA TATTGAACCT GAAGTGTTAT ATGCAGGA 



<2> INFORMATIONS POUR LA SEQ ID 
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IB' TYPF • n .',0 paires °* bases 
i-. i'ft. nucleotide 

<C, 1,-OMERE DE BRIKS : double 
' CONFIGURATION: lineage 
TYPE DE MOLECULE: ADNc 



JO 



DESCRIPTION DE SEOUENCE: SEQ ID N0 . 6 . 
CTCGAGAACG CCGGACGTAG TCTTTTGATG AAACAGAAG 
'5 39 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7 : 



20 



(i) CARACTERISTIOUES HP u 

<A) LONGUEU? 1884 SEQUENCE: 

TYPE: n U cle!ude aireS * b " eS 

- Co^ DE BRINS: double 

- CO ''--IGURATION: lineaire 



25 lii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

«iia» HYPCTHETIQUE: NON 
Uv) ANTI-SENS: NON 



30 



Ul ' DESC ""'OH D= M SEQUENCE: SEQ ID Hc . 7 . 

35 ATGGATATTG A.CCTGAAGT GTTATATGCA GGATATGATA .CTCTGTTCC AGACT 

TGGAGG^A • -TCTGTTCC AGACTCAACT 

— ^.-.C^T CAACATGTTA GGAGGGCrrr . • 

— AGG TTTCAGGAAC TTACACCTGG ^ 
<0 GAG^CC, GGATGTTTCT TATGGCATTT G^ """^ 
AGTGCataf-r- GCTCTGGGGT GGAGATCATA TAGACAATCA 

^GCAAAGC „ TT TGCICCTW 

45 r~ :::r ~ — — — ~ 

-CTT A; GAAGAGTA TCTCTGTATG AAAACCTTAC TGCTTCTCTC TTCAGTTCCT 
AAGGACGGTC TGAAGAGCCA AGAGCTATTT GATGAAATTA r^rr 
50 CTAGCAWG WTGACCTA CATCAAAGAG 

.j.w.* GAGGGAAGGA AACT-rr.r^~ . . 

CAACTGACAA W-CTTCGA ' ^ 

CTTGGA TTCTATGCAT GAAGTGGTTG AAAATCTCCT t ^ 
TTrrant-r, ~ •^-•AAICTCCT TAACTATTGC 

TTCCAAA.AT TTTTGGATAA GACCATGAGT ATTGAATTCC r~ L , 

ATCArr*.^ J TGAATTCC U..AGATGTT AGCTGAAATC 

ATCACCAATC AGATACCAAA ATATTCAAAT GGAAATATCA ,~mr. 

AAGACTACGT CCGGGG.CC ATTTGGCATG ACACACGAC CAACACGATC ^ 



60 
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4.1 







rP~ACAGTAG 


GGATCGTCTA 


CCTCCTTTTG 


AGACAGAAAC 


CCGCGCTACC 






A 1 AV- J. ouAoo 


ATPATCCGCT 


GCTGCCCGAA 


TGTAACACTT 


TGACAATGCA 


CAACGTGAGT 


900 




tc* pf^T/tPfiAf^ 

1 hlU 1 uHjAO 




CAGTGTGGGA 


TTTACGCTGA 


TTCAGGAATG 


GGTTGTTCCC 


960 




1 (jbun Inl (jU 


tt rT a a pr: pfz 


gkaggagctt 


GTAATCCTGA 


GGAAGTGTAT 


GCACGTGTGC 


1020 


10 


ulUlbi I Gl G 


r*f*ri a r* attca 

LlAAlAI 1 


TATPATf^APf^ 


AGPATGATGA 


TCCATGGTTA 


CGAGTCCTGG 


1080 


GCTC I LlAl I 


(j i L A i lul I L 


P AP-TPPPf^T 
Lao 1 LLLl?o i 


TCCCTGCAGT 


GTATAGCCGG 


CGGGCAGGTT 


114 0 




TTGGCCAGC 1 


GG i 1 1AGGA1 


PPTPf^TftCAT 


CnPGPPATGT 


TTAATCAGAG 


GTTTATATGG 


1200 


1 c 

J ?> 


TACCGGGAbo 


I GG 1 GAA 1 1 A 


PAAPATfZPPA 


AAAGAGGTAA 


TGTTTATGTC 


CAGCGTGTTT 


1260 




ATGAGGGG I l 


GllAlI 1AA1 


PT A P PT f^P P 
V_ 1 ALL 1 OtOt 


TT f^T fi (ZT AT 


ATGGCCACGT 


GGGTTCTGTG 


1320 


20 


GTlCCCGllA 


I GAGG 111 


AT AP Af^Pf^PP 
A 1 ALAvjL OLL 


TTflPAPTfiTG 


G GATT TT GAA 


CAATATTGT G 


1380 


GTGC I G 1 Gl I 


GGAG I 1 AG I o 


TPPTfZATTT A 
1 uL 1 utAl 1 In 


AfVTf^AGATCA 

AO 1 W\UA 1 LA 


GGGTGCGCTG 


CTGTGCCCGG 


1440 




AGGAlAAGGl 


GGG I 1 Al GG 1 




PfiAATPATCG 

LOAA 1 LAI LO 


CTGAGGAGAC 


CACTGCCATG 


1500 




TTG1 AI i ll I 


GGAGGAGGGA 


ppn^p/tP-pfi^t 


PAGPAGTTTA 

LAO LAO 111 A 


TTCGCGCGCT 


GCTGCAGCAC 


1560 




CACCGCCCTA 


TCCTGATGCA 


CGATTATGAC 


TCTACCCCCA 


TGTAGGCGTG 


GACTTCTCCT 


1620 


30 


TCGCCGCCCG 


TTAAGCAACC 


GCAAGTTGGA 


CAGCAGCCTG 


TGGCTCAGCA 


GCTGGACAGC 


1680 


GACATGAACT 


TAAGTGAGCT 


GCCCGGGGAG 


TTTATTAATA 


TCACTGATGA 


GCGTTTGGCT 


1740 




C G AC AG GAAA 


CCGTGTGGAA 


TATAACACCT 


AAGAATATGT 


CTGTTACCCA 


TGATATGATG 


1800 


35 


CTTTTTAAGG 
AGGTTGAATA 


CCAGCCGGGG 
CTAGGGTTCT 


AGAAAGGACT 
GTGA 


GTGTACTCTG 


TGTGTTGGGA 


GGGAGGTGGC 


1860 

1864 



40 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 534 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

45 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

( ii ) TYPE DE MOLECULE: PROTEINe 

50 

txi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

Met Asp He Glu Pro Glu Val Leu Tyr Ala Gly Tyr Asp Ser Ser Val 
55 1 5 10 15 

Pro Asp Ser Thr Trp Arg He Met Thr Thr Leu Asn Met Leu Gly Gly 
20 25 30 
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Hr: ' Z '' : J".* Ai3 Va: Lvs Tr:. ■ .. ■ 

Arg Asn Leu His Leu Asp ^ p G1 „ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

60 

Met Phe Leu Met Ala Phe Ala Leu 61 y Trp A- c ^ T 

65 70 * P Ser T y* Arg sin Ser 

c "80 
- «. u. Cya l ^ ne iu ^ ^ 

Arg Met Thr Leu Pro Cys Met Tyr Asd gi- - 

100 lyr ~P G1 - Cys Lys His Met Leu Ty- 

110 

Val Ser S .r Glu Leu His Arg Leu Gl n V e . s .. T .,.. 61u , 

115 12Q iv- GIl Glu Tvr Leu 

125 

- ^ L . u Leu „, vi) ^ 

140 

Lys Ser Gin Glu Leu Phe Asn n„ ti * 

145 150 P 116 Arg ™r Tyr „. Lvs Glu 

Leu Gly Lys Ala lie Val Lys Arg Glu G' ■• - 

165 9 GiU ^ •-■ ir ' fet Ser Gin Asn Trp 

i ^ 5 

Gin Arg Phe Tyr Gin Leu Thr Twc t 

^ Thr Lys Leu Leu Asp Ser Met His Glu Val 

190 

Val Glu Asn Leu Leu Asn Tvr Cvs Ph« ^ 

I" ^ Phe p he Leu Asp Lvs Thr 

- - U. Glu Phe Pfo g; Met Leu Ma G ^ g; ue 

- Pro Lys Tyr Ser Asn Gly Asn Ue Lys ^ Leu Leu phe ^ ^ 

Lys Thr Thr Ser Gly Val Pro Phe Gly Met T , r . „, a 

245 y "* r Tnr Leu Arg Pro Thr Arc 

255 

Ser Arg Leu Ser Arg Arg Thr Pro Tyr Se- v„ , » 

260 l *£ Se - A -9 Asp Arg Leu Pro Pro 

03 270 
Phe Glu Thr Glu Thr Arg Ala Thr He ri * 

275 'So ASP His Pro Leu Leu 

285 

«. C A S „ Thr leu „ „ et Hlj Mr V>1 s ^ t ^ 

" D 300 y 

Pro Cys Ser Val Gly Phe Thr Leu 1U ^ q • . . - 
J ^ 310 J "- '-P Pre 



1 1 c. 

320 



Trp Asp Met Val Leu Thr Arg Glu Glu Leu v- > t - i 

325 y ±U ^ r L W ll * Leu Arg Lys Cys 

JJU 335 

Met His Val Cys Leu Cvs Cv* ai a , 

34 y 0 V ° yS Ma * Sn U * Asp He Met Thr Ser Met 



345 350 
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10 



25 



•43 



Me;. lie His Gly Tyr Glu Ser Trp Aia Leu His Jys Kii Jyi Ser cei 
355 " 360 3c: 

Pro Gly Ser Leu Gin Cys lie Ala Gly Gly Gin Val Leu Ala Ser Trp 
370 375 380 

Phe Arg Met Val Val Asp Gly Ala Met Phe Asn Gin Arg Phe lie Trp 
385 390 395 400 

Tyr Arg Glu Val Val Asn Tyr Asn Met Pro Lys Glu Val Met Phe Met 
405 410 415 



. Ser Ser Val Phe Met Arg Gly Arg His Leu lie Tyr Leu Arg Leu Trp 
15 420 425 430 

Tvr Asp Gly His Val Gly Ser Val Val Pro Ala Met Ser Phe Gly Tyr 
435 440 445 

20 Ser Ala Leu His Cys Gly He Leu Asn Asn He Val Val Leu Cys Cys 

450 455 460 



Ser Tyr Cys Ala Asp Leu Ser Glu He Arg Val Arg Cys Cys Ala Arg 

465 470 475 480 

Arg Thr Arg Arg Leu Met Leu Arg Ala Val Arg He lie Ala Glu Glu 

485 4 90 4 9: 



Thr Thr Ala Met Leu Tyr Ser Cys Arg Thr Glu Arg Arc Arg Gin Gin 
30 500 505 510 

Phe lie Arg Ala Leu Leu Gin His His Arg Pro lie Leu Met His Asp 
515 520 52r 

35 Tyr Asp Ser Thr Pro Met 

530 
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REVENDICATIONS 

1. Cellule utilisable pour la production d'adenovirus defectifs caracterisee en ce 
qu'elle comprend, inseree dans son genome, une panic de la region E4 dun genome 
d'adenovirus portant la phase de lecture ORF6 sous controle d'un promoteur 

5 fonctionnel. 

2. Cellule selon la revendication 1 caracterisee en ce la partie de la region E4 
comprend les phases de lecture ORF6 et ORF6/7 

3. Cellule selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce que la partie de la 
region E4 est issue d'un genome d'adenovirus humain du groupe C 

10 4. Cellule selon la revendication 3 caracterisee en ce que la region E4 est issue 

du genome d'un adenovirus Ad2 ou Ad5. 

5. Cellule selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce que le 
promoteur est un promoteur inductible 

6. Cellule selon la revendication 5 caracterisee en ce que le promoteur est 
1 5 choisi parmi le promoteur MMTV et ses derives. 

7. Cellule selon l'une quelconque des revendications 1 a 5 caracterisee en ce 
que la partie de la region E4 comprend la phase de lecture ORF6 fusionnee en phase 
traductionnelle avec le domaine d'un recepteur nucleaire qui est responsable de la 
reconnaissance de son tigand specifique. 

20 8. Cellule selon la revendication 7 caracterisee en ce qu'il s'agit du domaine de 

fixation de I'hormone du recepteur aux glucocorticoides (HBD-GCR). 

9. Cellule selon la revendication 8 caracterisee en ce que la phase de lecture 
ORF6 fusionnee en phase traductionnelle avec le domaine d'un recepteur nucleaire 
responsable de la reconnaissance de son ligand specifique est place sous controle d'un 

25 promoteur inductible qui repond aux glucocorticoides 

10. Cellule selon la revendication 9 caracterisee en ce qu'il s'agit du promoteur 

GRE5. 
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1 1 Cellule selon Tune des revendications precedcmcs caracterisee en ce qu elle 
derive d'une cellule qui transcomplemente pour la region El . 

12. Cellule selon la revendication 11 caracterisee en ce qu'elle derive de la 
lignee cellulaire 293. 

5 13. Cellule selon Tune des revendications 1 a 10 caracterisee en ce qu f elle 

derive des cellules KB, Hela, MDCK, Vero ou gmDBP6. 

14. Cellule selon Tune des revendications 1 a 10 caracterisee en ce qu'elle 
derive d'une culture de cellules primaires. 

15 Cellule utilisable pour la production d'adenovirus defectifs caracterisee en 
10 ce qu'elle comprend, insere dans son genome, un fragment Bglll-Bglll correspondant 
aux nucleotides 341 15-32490 du genome de l'Ad5. 

16. Cellule selon la revendication 15 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule 
de la lignee 293 . 

17. Cellule selon la revendication 15 ou 16 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
1 5 cellule de la lignee 293 transformee par le plasmide pORF6Gen. 

18. Cellule utilisable pour la production d'adenovirus defectifs caracterisee en 
ce qu'elle comprend, insere dans son genome, un fragment BglH-PvuII correspondant 
aux nucleotides 341 15-33126 du genome de 1'AdS. 

19. Cellule utilisable pour la production d'adenovirus defectifs caracterisee en 
20 ce qu'elle comprend, insere dans son genome, un gene chimerique comprenant la phase 

de lecture ORF6 du genome d'un adenovirus fiisionnee, a Tune de ses extremites, au 
domaine de liaison de I'hormone du recepteur aux glucocorticoides. 

20. Cellule selon la revendication 19 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule 
de la lignee 293 transformee par le plasmide pGGO 

25 21. Plasmide comprenant une partie de la region E4 d'un genome d'adenovirus 

portant la phase de lecture ORF6 sous controle d'un promoteur inductible. 

22. Plasmide selon la revendication 21 caracterise en ce que la partie de la 
region E4 du genome d'adenovirus pone les phases de lecture ORF6 et ORF6/7. 
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23. Plasmide selon la revendication 22 caracterise en ce qu'il s'auit du plasmide 
pORF6Gen 

24. Plasmide selon la revendication 21 caracterise en ce que la phase de lecture 
ORF6 est fijsionnee en phase traductionnelle avec le domaine d'un recepteur nucleaire 

5 responsable de la reconnaissance de son ligand specifique 

25. Plasmide selon la revendication 24 caracterise en ce qu'il s'agit du plasmide 

pGGO. 

26 Utilisation d'une cellule selon Tune des revindications 1 a 20 pour la 
production d'adenovirus recombinants defectifs au moins pour la region E4. 

10 27. Procede de production d'adenovirus recombinants defectifs au moins pour 

la region E4 caracterise en ce que Ton transforme une culture de cellules selon Tune 
des revendications 1 a 20 avec un ou plusieurs plasmides apportant les differentes 
regions du genome dudit adenovirus recombinant defectif puis on recolte les virus 
produits. 

15 28. Procede selon la revendication 27 pour la production d'adenovirus 

recombinants defectifs pour les regions El et E4. 

29. Procede selon la revendication 27 ou 28 caracterise en ce que la culture de 
cellules est une culture de cellules selon Tune des revendications 15 a 20. 

30. Stock d'adenovirus recombinant defectifs purifie obtenu selon le procede 
20 des revendications 27 a 29. 

31. Adenovirus recombinant defectif AEl,ORF3",ORF6" comprenant une 
deletion de tout ou partie de la region El et des nucleotides 34801-34329 et 34115- 
33126 de la region E4 

32. Adenovirus recombinant defectif AEl,AE4,ORFl + comprenant une 
25 deletion de tout ou partie de la region El et une deletion de la region E4 a I'exception 

de la phase de lecture ORF1 . 

33 Adenovirus recombinant defectif selon la revendication 32 caracterise en ce 
qu'il comprend une deletion dans la region El et une deletion d'un fragment dont 
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l'extremite 5* est comprise dans la phase de lecture ORF7 et dont l'extremite 3' est 
situee dans la phase de lecture ORF2. 

34. Adenovirus recombinant defectif selon la revendication 33 caracterise en ce 
qu'il comprend une deletion dans la region E4 couvrant les nucleotides 33093 a 35053. 

5 35. Adenovirus recombinant defectif AEl,AE4,ORF4 + comprenant une 

deletion de tout ou partie de la region El et une deletion de la region E4 a l'exception 
de la phase de lecture ORF4. 

36. Adenovirus recombinant defectif selon la revendication 35 caracterise en ce 
qu'il comprend une deletion dans la region El, une deletion d'un fragment dont 

1 0 l'extremite 5' est comprise dans la phase de lecture ORF7 et dont l'extremite 3' est 
situee dans la phase de lecture ORF6, et une deletion d'un fragment dont l'extremite 5' 
est comprise dans la phase de lecture ORF3 et dont l'extremite 3' est situee dans la 
phase de lecture ORF1 ou dans la region promotrice de E4 

37. Adenovirus recombinant defectif selon la revendication 36 caracterise en ce 
15 qu'il comprend une deletion dans la region El, une deletion couvrant les nucleotides 

33093(SmaI)-33695 et une deletion couvrant les nucleotides 34634-35355(Smal). 

38. Adenovirus recombinant defectif AE1,AE4 comprenant une deletion de 
tout ou partie de la region El et une deletion couvrant la totalite de la region E4, 
choisie parmi les deletions suivantes : nucleotides 32720-35835, ou 33466-35355 ou 

20 33093-35355. 

39. Utilisation d'une cellule selon Tune des revendications 1 a 20 pour la 
production d'AAV recombinants. 

40. Utilisation selon la revendication 39 d'une cellule comprenant, inseree dans 
son genome, tout ou une partie de la region E4 du genome d'un adenovirus 

25 comportant au moins la phase de lecture ORF6. 

41. Procede de production d'AAV recombinants caracterise en ce que Ton 
introduit dans une culture de cellules comprenant, inserees dans leur genome, une 
partie de la region E4 du genome d'un adenovirus comportant au moins la phase de 
lecture ORF6 : 
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- un adenovirus helper, et, 

- les fonctions Rep et Cap de I'AAV, 
puis on recolte ies virus produits. 

5 42. Procede selon la revendication 4] caracterise en , 

«** « .ne Culture de cen.es componant ^4 ^ * 

--ell em ^ " ^ * ««" <»» eI 

0 44. Procede selon la revendication 43 caracterise ,n 

46. Precede selon la revendication 45 carart^c ■ 

- » aa,„ov, ras humain difectif pour ^ - « «« ^ 

*mn. de preference cho.s. parmi les souches CAV 

regions rtp e, cap de PAAV. Un P ' aSm,de P onan ' 

— eH^ee ;l r r, iCa,i ° n «' *~ " « - - « 
ca,io„i,u= aSOT C ° mPaC,aM ta acid « « d'» lipide 

50 Procede de production d'AAV r ^ u- 
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phismidc ponant les regions rep ct cap de PAAY. on co-intecic Indite culture avec un 
adenovirus helper choisi parmi les adenovirus humains d'origine Ad2 ou Ad5 defectifs 
pour les regions El et E4 et les adenovirus canins d'origine CAV2, puis on recolte les 
virus produits. 
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Figure 1 
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Figure 2 
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FUNCTIONAL UNIT 



H5dl1004 
H5dl1007 
H5dlt011 
H5dl1014 



Figure 3 
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LTR V ORF6 ORF7 



oligo 1 oligo 3 oiigo 2 

Figure 4A 




1255 bp 
545 bp 



Figure AB 
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f igure b 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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figure 6 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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